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En las últimas décadas se ha demostrado que los carbohidratos están 
involucrados en un gran número de funciones biológicas, desde la diferenciación 
celular hasta la regulación de patologías.1,2 Hoy en día, está claro que una de las 
principales funciones de los carbohidratos en los sistemas biológicos es la de ser 
puntos específicos de reconocimiento molecular.3, 4  
 
En muchos casos los carbohidratos poseen la información estructural 
adecuada para dar lugar a procesos de reconocimiento de gran selectividad, 
involucrando a células, agentes patógenos, orgánulos subcelulares y membranas, 
por mediación de toxinas, proteínas reguladoras, enzimas, anticuerpos y, 
sobretodo, de proteínas que reconocen carbohidratos, denominadas lectinas.5-10 En 
este sentido, una de las claves para entender algunas de las mencionadas 
interacciones biológicas relevantes pasa por entender el papel que desempeñan los 
carbohidratos específicos de la interacción en cuestión. 
 
 















Esta capacidad de los carbohidratos para actuar como marcadores en los 
procesos de reconocimiento molecular se debe a su enorme potencial para codificar 
la información biológica (glycocode) a través de su estructura.3,11 Así, por ejemplo, 
mientras que dos aminoácidos (aa) sólo pueden dar lugar a dos dipéptidos 
diferentes, dos monosacáridos pueden dar lugar a más de 16 disacáridos 
diferentes, gracias a las múltiples posibilidades de diversificación regioquímica y 
estructural existentes en la familia de los carbohidratos: anómeros alfa y beta, 
diferentes regioquímicas en la ramificación, anillos de furanosa o piranosa. A esta 
variación primaria hay añadir las diferentes posibilidades tridimensionales de 
estos 16 compuestos. Este hecho permite comprender porqué la naturaleza utiliza a 
estas biomoléculas como uno de sus elementos de reconocimiento molecular 
primordiales. 
 
Paralelamente a estos descubrimientos, se han desarrollado los métodos de 
síntesis para poder disponer de una variedad de glicoconjugados (y análogos) en 
cantidades suficientes para poder realizar estudios biológicos y/o biomédicos. En 
este sentido, el avance en el conocimiento de la relación estructura-actividad se 
está produciendo mediante el uso de no solamente productos naturales, sino 
también de análogos químicos. En este contexto podemos clasificar como 
glicomiméticos a aquellos análogos de carbohidratos en los que se ha sustituido 
alguno de los átomos de la molécula de azúcar natural por átomos o grupos 
funcionales más simples, desde el punto de vista sintético, con objeto de aumentar 
la estabilidad del compuesto natural y manteniendo (en lo posible mejorando) las 
propiedades de reconocimiento molecular.12-17 Hay que tener en cuenta que los 
enlaces glicosídicos son relativamente débiles e inestables en distintas condiciones 
experimentales, por ejemplo son sensibles a medios ácidos y al ataque por enzimas 
glicosidasas. Además, los estudios con glicomiméticos pueden facilitar el 
desarrollo fármacos derivados de los carbohidratos (o análogos), así se pueden 













Como se ha mencionado, el término glicomimético se refiere a la creación 
de moléculas capaces de simular la actividad de los carbohidratos. Los 
glicomiméticos suelen ser moléculas simples y estables. 
 
Algunas de las potenciales aplicaciones de estos miméticos de 
carbohidratos incluyen: 1) inhibir la actividad de ciertas biomoléculas o entidades 
biológicas mediante bloqueo de los procesos de reconocimiento de carbohidratos 
en los que estén involucradas; 2) inducir un proceso biológico, favoreciendo un 
proceso (favorable) de reconocimiento molecular; o 3) dirigir terapias a través de 
ligandos de naturaleza glicídica. 
 
En el diseño de glicomiméticos, la reducción o eliminación de la 
reactividad del enlace glicosídico es una aproximación frecuente. Esto se ha 
logrado, principalmente, de cuatro maneras. El primer tipo de glicomimético 
“inerte” conlleva la sustitución del oxígeno exocíclico de un glicósido, el oxígeno 
anomérico, por un grupo metileno para dar lugar a un compuesto denominado C-
glicósido. Un segundo tipo sería aquel en el que se ha sustituido el oxígeno 
endocíclico por un grupo metileno (carbaazúcar). El tercer grupo es el formado por 
los aza-azúcares, que son el resultado de sustituir el oxígeno endocíclico del anillo 
por un átomo de nitrógeno. Por último, otro gran grupo es el de los tioglicósidos, 
en el que se sustituye alguno de los oxígenos del centro anomérico (endo o exo) 
por un átomo de azufre (Figura 1.2). 
 
Desde un punto de vista de diseño racional, y considerando los 
carbohidratos (o, sus análogos sintéticos, glicomiméticos) como posibles 
fármacos,18-21 está claro que un conocimiento de su estructura tanto en estado libre 














Figura 1.2. Representación de los tipos generales de glicomiméticos. 
 
1.2. ASPECTOS ESTRUCTURALES DE LOS CARBOHIDRATOS. 
En lo referente a la conformación de los azúcares, dos son los factores 
fundamentales que determinan su estructura tridimensional: los efectos estéricos, 
como en cualquier molécula, y los efectos estereoelectrónicos. Entre estos últimos 
los más importantes son los denominados efecto “anomérico” y efecto 
“exoanomérico”.27-34 
 
El efecto anomérico determina que, para los sustituyentes electronegativos 
en posición 1 de los anillos de piranosa, la orientación axial es más estable que la 
ecuatorial, en contra de lo previsible en base a interacciones estéricas. Esta 
preferencia tiene su origen en la deslocalización hiperconjugativa de un par 
electrónico no enlazante del oxígeno endocíclico con el orbital σ* del enlace 
contiguo C1-O1, que únicamente es posible en la orientación axial. Debido a este 
hecho, en la configuración axial (anómero α) se observa un acortamiento del enlace 
O5-C1, un alargamiento del enlace C1-O1 y un aumento del ángulo O5-C1-O1, con 
respecto al análogo ecuatorial. La magnitud del efecto anomérico varía con la 
naturaleza del grupo electronegativo, con la polaridad del disolvente y con la 














Por otro lado, el efecto exo-anomérico se refiere al predominio de una 
orientación de tipo gauche para la torsión exocíclica. Es decir, afecta al ángulo 
diedro definido por el enlace glicosídico y determina que aquellas conformaciones 
alrededor del enlace interglicosídico que permitan la interacción entre el par 
electrónico del átomo de oxígeno unido a la posición 1 del anillo de piranosa con el 




Figura 1.3. Representaciones esquemáticas de los efectos anómerico (zona superior) y exo-anomérico 
(zona inferior). 
Anómero β Anómero α 













El paso previo para el estudio conformacional de oligosacáridos en 
disolución es la descripción detallada de los monómeros que los forman. 
 
Desde finales del siglo XIX es conocido que los carbohidratos aparecen 
como hemiacetales o hemicetales cíclicos formando anillos de seis y cinco 
miembros. En el caso de anillos de seis miembros (forma piranosa), la disposición 
más estable es la forma silla, y en la mayoría de los monosacáridos naturales, una 
de las dos formas silla posibles es más estable que la otra. En el ciclo 
pseudorrotacional de un anillo de piranosa se pueden identificar seis geometrías 
de bote distorsionado diferentes, separados por seis conformaciones bote (Figura 
4). Las dos conformaciones silla 1C4 y 4C1 son las formas más estables para el 
ciclohexano sin sustituyentes.35 La introducción del átomo de oxígeno en el anillo, 
así como la adición de hidroxilos y de otros sustituyentes, altera la estabilidad 
relativa de estos confórmeros. Como regla general, los sustituyentes voluminosos 
adoptan una disposición ecuatorial para evitar interacciones 1,3-diaxiales, que 
provocan problemas estéricos. Así, la conformación 4C1 de la D-glucosa, que tiene 
todos sus sustituyentes en posición ecuatorial, es mucho más estable que la 
conformación 1C4, en la que todos los sustituyentes presentan la orientación axial.  
 
Los anillos de cinco miembros (formas furanosa), aun no siendo las 
conformaciones termodinámicamente más estables, en la naturaleza se encuentran 
formando parte de moléculas muy importantes. Así, son bien conocidas la D-ribosa 
y la D-desoxirribosa, constituyentes de los ácidos nucleicos, y la fructosa, 
constituyente de la sacarosa. Estos anillos no son planos y pueden adoptar formas 
tipo “sobre” u otras formas distorsionadas con uno o dos átomos, respectivamente, 
fuera del plano definido por los demás.36 La diferencia de energía entre estas 
formas es pequeña, por lo que en disolución las formas furanosas se presentan en 















Figura 1.4. Ciclos pseudorotacionales de los anillos de piranosa (izq.) y furanosa (dcha.). 
 
También es de reseñar la posición relativa del grupo hidroxilo de la 
posición 6 de una hexopiranosa, ya que las diferentes distribuciones poblacionales 
de los tres posibles rotámeros de este grupo están directamente relacionadas con la 
estructura 3D del azúcar y, por lo tanto, con sus propiedades.37-40 En solución, se 
asume comúnmente un equilibrio rotacional, promediado de modo diferente, 
dependiendo de la orientación de los sustituyentes del anillo, de tres disposiciones 
alternadas, denominadas GG, GT y TG (G y T son las abreviaciones de Gauche 
(±60°) y Trans (180°), respectivamente, indicando el valor cualitativo de un ángulo 
torsional) (Figura 1.5). En esta terminología, el ángulo torsional ωO5 (O5-C5-C6-
O6) se cita primero, seguido de la torsión C4-C5-C6-O6. Se conoce, a partir de 
datos de RMN y estudios cristalográficos, que el equilibrio conformacional 
alrededor del enlace C5-C6 depende de la configuración en C4.41 Así, para la 
configuración gluco (O4 ecuatorial), la orientación trans-gauche (TG) es de alta 
energía y las otras dos orientaciones gauche-gauche (GG) y gauche-trans (GT) 
presentan una población similar, mientras que la gauche-trans (GT) y trans-gauche 
(TG) son las orientaciones preferidas para los anillos de configuración galacto (O4 
axial). Este hecho es debido a las interacciones desestabilizantes de tipo 1,3 que se 
producen entre el hidroxilo en posición 4 del anillo y el hidroxilo en posición 6 en 













Con respecto a los hidroxilos secundarios, se acepta que estos suelen 
disponerse de forma que se obtenga la red más extendida posible de enlaces de 
hidrógeno alrededor del anillo de piranosa. Esto reduce la orientación de estos 
hidroxilos a dos posibilidades, con disposición en el sentido de las agujas del reloj 




Figura 1.5. Representación de las orientaciones preferentes en torno al ángulo ω para el grupo 
hidroximetilo de un carbohidrato (zona superior) y de las orientaciones posibles de los protones 
hidroxílicos (zona inferior). 
 
1.3. ANÁLISIS CONFORMACIONAL EN EL ESTADO LIBRE. 
El conocimiento de la estructura tridimensional de los carbohidratos libres 
en disolución constituye la primera etapa para comprender que factores 
determinan la interacción receptor-carbohidrato. 
 
A pesar de que la cristalografía de rayos X constituye una herramienta de 
incalculable valor en la determinación estructural de tanto moléculas pequeñas 
como de macromoléculas (proteínas de alto peso molecular, ADN, complejos 













Primero, porque los oligo y polisacáridos son moléculas difíciles de cristalizar por 
sí solas y, segundo, la estructura cristalina da una visión estática, en fase sólida, de 
la estructura de la molécula. Los carbohidratos, al ser moléculas flexibles, pueden 
adoptar varias conformaciones en disolución, por lo que la información aportada 
por esta técnica puede ser simplemente parcial o no ser completa.  
 
En la actualidad, la metodología más empleada para la determinación de la 
estructura tridimensional de los carbohidratos en disolución se basa en la 
combinación de medidas de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y cálculos 
teóricos de mecánica y dinámica molecular.42 Además, mediante ésta estrategia no 
sólo se puede obtener información estructural, sino también información dinámica, 
que no pueden aportar fácilmente otras técnicas. 
 
A pesar del tamaño relativamente pequeño de los oligosacáridos, 
comparados con otras biomoléculas como proteínas y ácidos nucleicos, sus 
espectros de RMN son marcadamente complejos. La principal causa de este hecho 
es la escasa dispersión espectral que, en general, presentan los protones de los 
anillos de piranosa y furanosa. Este pequeño rango espectral (prácticamente 
comprendido entre 3 y 5,5 ppm) se traduce en un considerable solapamiento de las 
señales junto con la elevada probabilidad de que se den situaciones de 
acoplamiento fuerte. Por ello, aunque las técnicas sean las mismas que las 
empleadas para estudiar otras biomoléculas, la metodología de asignación 
espectral puede diferir de la empleada en éstas. 
 
Así, para proteínas y ácidos nucleicos se ha puesto ampliamente de 
manifiesto que las medidas de efecto Overhauser nuclear (NOE) junto con las 
medidas de constantes de acoplamiento (J), pueden generar estructuras promedio 
en disolución con una definición comparable a la de estructuras obtenidas 













restricciones experimentales de distancias (especialmente restricciones de largo 
alcance, a 4 ó más residuos de aminoácido en la secuencia lineal) y de ángulos de 
torsión que se obtienen para este tipo de biomoléculas. En cambio, en los 
carbohidratos esta aproximación no es aplicable puesto que el número de 
restricciones geométricas significativas que se puede obtener mediante RMN es 
considerablemente menor. En general, sólo se observan uno o dos NOEs 
interresiduo significativos entre residuos contiguos y no suelen observarse NOEs a 
medio y/o largo alcance, que son los que mayor restricción estructural imponen. 
 
1.3.1 Asignación de espectros de RMN. 
Los anillos de hexopiranosa suelen presentar en disolución de D2O siete 
señales correspondientes a los protones no intercambiables. De éstos, los protones 
anoméricos (H1) son la excepción a la poca dispersión espectral y suelen aparecer a 
mayores desplazamientos químicos (4,4-5,5 ppm) que el resto de núcleos, como 
consecuencia de pertenecer a un carbono unido a dos átomos de oxígeno. El resto 
de protones del anillo aparecen entre 3,0-4,2 ppm, y sus desplazamientos 
dependen fuertemente de la estructura del carbohidrato. 
 
Por lo tanto, el análisis de los espectros de 1H RMN de los carbohidratos 
suele comenzar por las señales anoméricas, que proporcionan información acerca 
del número de residuos presentes e incluso de su configuración. Sin embargo, 
debido al alto grado de solapamiento, la obtención de cualquier otro tipo de 
información en estos espectros suele ser complicada, requiriéndose el uso de 
una variedad de métodos multidimensionales de RMN. 
En principio, con experimentos de correlación homonuclear 1H-1H tipo 
COSY (Correlated Spectroscopy),43 es posible llevar a cabo una asignación 
secuencial por pasos a lo largo de un anillo, comenzando con el protón anomérico 
de cada residuo. Al producirse la transferencia de coherencia solamente entre 













covalentes, eventualmente se asignará un sistema de espines completo 
correspondiente a un determinado residuo. Aún así, la escasa dispersión espectral 
y el acoplamiento fuerte también van a estar presentes en los espectros COSY de 
los carbohidratos, por lo que normalmente es difícil obtener asignaciones 
completas de resonancias con sólo este tipo de experimento.  
 
Uno de los experimentos más importantes en la asignación de 
carbohidratos corresponde a la espectroscopía de correlación total, TOCSY (Total 
Correlation Spectroscopy),44 o espectroscopía Hartmann-Hahn homonuclear, 
HOHAHA,45,46 donde la transferencia de coherencia se propaga entre todos los 
protones dentro del mismo anillo de piranosa (sistema de espines), si el tiempo de 
mezcla es adecuado, aún cuando no exista acoplamiento directo entre todos ellos. 
Aunque el aumento en el número de picos de cruce pueda parecer agravar el 
problema de la asignación, las señales de los protones de un determinado anillo 
pueden ser asignadas a partir del protón anomérico. Aún así, pueden existir 
ambigüedades en la zona más solapada del espectro, en la que la aplicación de la 
versión 1D de este experimento puede ser de gran ayuda. 
 
Los experimentos HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence)47 
ó HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)48 permiten correlacionar las 
resonancias de cada carbono con sus protones directamente enlazados. La gran 
dispersión en valores de los desplazamientos químicos de 13C facilita su 
asignación, y por extensión, la de los protones con los que se encuentran enlazados 
covalentemente.   
ç 
Se han desarrollado experimentos en los que se combina el experimento 
HSQC con otros (COSY, TOCSY, NOESY) aprovechando la dispersión en la 
dimensión de 13C para disminuir el grado se solapamiento que aparece en 













concreto, para el análisis de oligo y polisacáridos es muy útil el experimento 
HSQC-TOCSY,49,50 en el que a cada frecuencia de de 13C se obtiene el sistema de 
espín del protón unido directamente a dicho carbono. 
 
Por último, los experimentos NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement 
Spectroscopy)51 y ROESY (Rotating Frame Overhauser Enhancement 
Spectroscopy),52 que correlacionan aquellos núcleos que están suficientemente 
próximos en el espacio, permiten obtener información útil para establecer la 
secuencia de los distintos residuos de una cadena oligosacarídica mediante los 
picos de cruce interresiduo.  
 
1.3.2 Determinación de la estructura: Acoplamientos a tres enlaces. 
El valor de la constante de acoplamiento entre dos núcleos depende tanto 
del número y tipo de enlaces a través de los cuales están acoplados, como de la 
geometría de la “ruta” de acoplamiento que definen dichos enlaces. Esto hace que 
las constantes de acoplamiento puedan ser utilizadas para obtener información 
acerca de la estereoquímica de la molécula. En el caso de acoplamiento a tres 
enlaces, la magnitud de esta constante, está relacionada empíricamente con el 






CBAJ ++= ϕϕ coscos2  
Figura 1.6. Dependencia estereoquímica de la constante de acoplamiento a tres enlaces expresada 


















Donde ϕ es el ángulo diedro, y los parámetros A, B, y C, deben ser 
ajustados. 
 
Esta ecuación, sin embargo, adolece de no tener en cuenta el hecho de que 
las constantes de acoplamiento vecinales dependen considerablemente de las 
electronegatividades de los sustituyentes enlazados.54 Por ello, se han elaborado 
diversas parametrizaciones para sustituciones concretas.55 
 
Las constantes de acoplamiento vecinales tienen gran importancia y han 
sido ampliamente utilizadas en la determinación de las geometrías de los anillos de 
los monosacáridos, ya que los ángulos diedros formados por los enlaces C-H 
dependen de la conformación del anillo. Lemieux et al.56 fueron los primeros en 
observar que la constante de acoplamiento vecinal entre protones en orientación 
axial-axial (7-8 Hz) es aproximadamente entre dos y tres veces mayor que en el 
caso de orientaciones axial-ecuatorial (<2 Hz), o ecuatorial-ecuatorial (4 Hz).  
 
Por lo tanto, estas constantes de acoplamiento proporcionan información 
conformacional de tipo angular que puede ser de gran utilidad para la 
determinación de la estructura. Sin embargo, su uso como restricción 
conformacional directa es limitado, ya que la posible presencia de equilibrios 
conformacionales impide que se pueda utilizar el valor experimental de forma 
cuantitativa, puesto que en ese caso el valor de J representaría un promedio 
temporal. Debido a esto, el procedimiento habitual consiste en obtener la 
conformación molecular por otros métodos (NOEs, cálculos teóricos), y utilizar los 
ángulos diedros correspondientes a las conformaciones así obtenidas para calcular 
















1.3.3. Determinación de la estructura: Efecto Overhauser Nuclear. 
Por efecto Overhauser nuclear (NOE) se conoce el cambio en la intensidad 
neta de una señal de un determinado núcleo en un espectro de RMN como 
consecuencia de una perturbación (por ejemplo, saturación o inversión) de la 
resonancia perteneciente a otro núcleo que se encuentra próximo en el espacio.51 
 
El valor del NOE puede considerarse proporcional al inverso de la sexta 
potencia de las distancia entre los dos núcleos en cuestión. De ahí su importancia 
en análisis estructural y conformacional, ya que contiene información sobre la 
geometría de las biomoléculas. Para utilizar esta información en la determinación 
de estructuras tridimensionales de oligosacáridos se pueden emplear varias 
aproximaciones. Por un lado, es posible realizar un análisis cualitativo empleando 
el patrón de NOEs interresiduales observado para reducir el número de 
conformaciones posibles, por eliminación de aquellas que son incompatibles con 
dichas observaciones. Por otro, un análisis cuantitativo de las constantes de 
velocidad de relajación cruzada longitudinal, permite derivar distancias 
internucleares usando como referencia el NOE observado entre dos protones que 
se encuentra a una distancia conocida  en el sistema en estudio.  
 
En el caso de los carbohidratos, el número de NOEs detectados en las 
regiones sensibles de la variación conformacional suele ser pequeño, por lo que las 
restricciones de distancia obtenidas no son suficientes por sí solas para determinar 
la estructura. Es necesario recurrir a datos teóricos (mecánica y dinámica 
molecular) para poder llevar a cabo una interpretación cuantitativa de los 
resultados espectroscópicos. En este sentido, los datos experimentales 
espectroscópicos nos permiten excluir aquellas conformaciones que, siendo 
energéticamente favorables en base a los cálculos teóricos, no son compatibles con 













descartar aquellas conformaciones que, siendo compatibles con los datos 
espectroscópicos, estén energéticamente desfavorecidas. 
 
Análisis cualitativo. 
En los estudios de aplicación de RMN al análisis conformacional de 
carbohidratos es habitual hacer un análisis de la geometría alrededor de los enlaces 
glicosídicos haciendo uso de los denominados “NOEs exclusivos”. Este tipo de 
análisis implica complementar la información experimental de NOEs con las 
predicciones de la mecánica y/o dinámica molecular. Mediante modelado 
molecular se definen las regiones energéticamente favorables del espacio 
conformacional. A continuación, se determina en qué regiones de este espacio 
conformacional una determinada pareja de protones se encuentra suficientemente 
próxima como para esperar la observación de un NOE (3 - 5 Å en carbohidratos).  
 
Así, un “NOE exclusivo” para una determinada conformación será aquel 
que corresponde a una pareja de protones que solamente puede estar a una 
distancias favorable para su observación en la región conformacional 
correspondiente a dicho mínimo. De esta forma, la presencia de múltiples mínimos 
supondría la observación de los NOEs exclusivos de cada uno de ellos, mientras 
que la ausencia de alguno de ellos, si bien no puede asegurar una situación 
monoconformacional, sí permitiría descartar la participación significativa de dicho 
mínimo en el equilibrio conformacional.  
 
Análisis cuantitativo.  
El NOE es debido a la interacción dipolo-dipolo entre dos espines 
nucleares. En el caso de dos protones, la intensidad del NOE depende de la 
constante de relajación cruzada entre ambos núcleos, que, a su vez, depende de las 













En el caso de moléculas pequeñas rígidas, en las que se asume que estos 
vectores se mueven isotrópicamente, las medidas de las intensidades de los NOEs 
entre pares de protones permiten obtener de forma directa distancias relativas, que 
pueden ser calibradas utilizando una distancia conocida (por ejemplo, el par 
intrarresiduo H1-H3 en azúcares β). Esta aproximación es la denominada 

















Sin embargo, en el caso de moléculas grandes, no existe relación directa 
sencilla entre la intensidad del pico y la constante de relajación cruzada de los dos 
protones, puesto que también puede contribuir la transferencia de magnetización 
vía otros protones (proceso de difusión de espín). Este hecho, junto con la 
posibilidad de que estén presentes movimientos internos (flexibilidad), impide la 
aplicación directa de la aproximación de espines aislados a este tipo de moléculas. 
 
En este caso, se utiliza un método conocido como aproximación de la 
matriz de relajación completa.58,59 En esta aproximación, la matriz de las 
intensidades normalizadas de los picos de cruce a un tiempo de mezcla dado (τm, el 
tiempo que durante se deja para que los núcleos puedan transferirse la 
magnetización mutuamente) viene descrita por la siguiente expresión: 
 
[ ]mRA τ−= exp  
 
En esta expresión, R es la matriz de relajación completa. Los elementos de 
la diagonal de esta matriz son las constantes de velocidad de relajación 













las constantes de velocidad de relajación entre los espines i y j. Como estas 
constantes dependen de rij-6, la matriz de relajación puede usarse para calcular 
NOEs teóricos a partir de distancias obtenidas para un modelo. De forma inversa, 
dado un conjunto completo de intensidades, a partir de la matriz A se puede 
determinar una matriz de distancias internucleares. 
 
1.3.4 Cálculos de Mecánica Molecular (MM). 
La MM considera la estructura objeto de estudio como un conjunto de 
masas puntuales sometidas a una función de potencial (campo de fuerzas) 
empírico, de tipo conservativo, que sólo depende de las coordenadas de dichas 
masas puntuales. El objetivo final del campo de fuerzas es reproducir los distintos 
tipos de moléculas con una precisión razonable. Las expresiones matemáticas que 
llevan implementadas suelen utilizar una combinación de coordenadas internas 
(distancias de enlace, ángulos de enlace, y torsiones de enlace) para describir la 
parte de la superficie de energía potencial debida a los enlaces. Además, las 
distancias interatómicas llevan codificadas las interacciones de van der Waals, las 
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Figura 1.7.  Expresión matemática general para un campo de fuerzas y representación esquemática de 













La finalidad del campo de fuerzas es deducir la estructura de un amplio 
conjunto de moléculas a partir de los datos empíricos de los que dispone 
(parámetros). Es, por tanto, muy importante que el campo de fuerzas elegido 
disponga de parámetros adecuados para la molécula en cuestión. 
 
Las coordenadas de una molécula, combinadas con los datos del campo de 
fuerzas elegido, generan un valor de energía para el sistema. En general, la forma 
en la que varía la energía viene dada por una función multidimensional de las 
coordenadas cartesianas, o de las coordenadas internas, denominada como 
superficie de energía potencial (o hipersuperficie). Lógicamente, los estados estables del 
sistema se identifican con los mínimos de energía, que se pueden localizar sobre 
dicha superficie. El proceso de minimización de esta energía potencial en MM 
puede realizarse mediante diversos algoritmos (descenso pronunciado, gradientes 
conjugados,…). Estos algoritmos modifican la geometría de partida en sucesivas 
iteraciones hasta llevarla a un mínimo local cercano. No hay, en principio, forma 
de saber si se ha llegado al mínimo de energía absoluto, o si, por el contrario, la 
estructura final es un mínimo local, sobre todo si se trata de moléculas con un alto 
número de grados de libertad (como pueden ser los carbohidratos). El resultado en 
estos cálculos es, en muchos casos, muy dependiente de la elección de la estructura 
inicial. Este problema se conoce habitualmente con el nombre de “problema de 




























Figura 1.8. Representación 
esquemática del problema 













Para realizar esta búsqueda conformacional se pueden seguir dos tipos de 
aproximaciones: métodos de búsqueda estocástica, o métodos de búsqueda sistemática. 
La diferencia entre ambos métodos estriba en la generación de las estructuras de 
partida. 
 
Los métodos estocásticos, como el de Monte Carlo (MC), generan muchas 
estructuras de partida utilizando variaciones aleatorias o pseudoaleatorias de la 
geometría molecular. Generalmente, parten de geometrías estables y limitan la 
exploración del espacio conformacional a ciertas variaciones de coordenadas 
internas seleccionadas (ángulos de torsión). Los métodos aleatorios tienden a 
explorar todo el espacio conformacional cuando se deja que la búsqueda prosiga 
durante un número de iteraciones suficientemente largo. 
 
Los métodos sistemáticos, en cambio, exploran de manera homogénea 
todo el espacio conformacional. En el caso de los carbohidratos suelen basarse en la 
suposición de que la estructura tridimensional de un oligosacárido viene 
principalmente determinada por las orientaciones de los enlaces glicosídicos, por 
lo que la geometría de los confórmeros de baja energía va a depender 
principalmente de las rotaciones en torno dichos enlaces. Así, el espacio 
conformacional accesible a un determinado disacárido puede ser explorado 
eficientemente mediante la variación sistemática de dichas torsiones, rotando entre 
-180° y 180° utilizando un incremento determinado. Una vez generado de esta 
forma el colectivo de confórmeros que cubren todo el espacio conformacional, el 
siguiente paso es obtener los mapas conformacionales. Se pueden definir tres tipos 
de mapas: mapas “rígidos”, mapas “relajados”, y mapas “adiabáticos”. 
 
Los mapas rígidos de energía potencial se obtienen simplemente calculando 
la energía de cada uno de los confórmeros obtenidos mediante la expresión del 













Para generar los mapas relajados de energía potencial, se realiza una 
minimización de la energía de cada uno de los conformeros que forman el mapa 
rígido. Se permite la relajación energética de todos los grados de libertad, excepto 
las torsiones glicosídicas. A partir de los mínimos de estos mapas se eligen 
confórmeros representativos que se minimizan si ningún tipo de restricción. 
 
Por ultimo, los mapas adiabáticos se generan a partir de diferentes mapas 
relajados en los que se han variado todos los posibles grados de libertad eligiendo 
los puntos de menor energía de cada uno.  
 
1.3.5 Cálculos de Dinámica Molecular (MD, Molecular Dynamics). 
La MD es una herramienta para el estudio teórico de las propiedades 
dinámicas de las moléculas, que funciona mediante la resolución de la ecuación de 
movimiento de Newton para un sistema de partículas sometido a un potencial 
empírico (campo de fuerzas). 
 















Las posiciones iniciales ri provienen de la estructura de partida, 
(previamente sometida a una etapa de minimización energética por MM), y V es el 
potencial del campo de fuerzas. Las velocidades iniciales se toman de una 
distribución de Maxwell-Boltzmann a una temperatura dada. La integración 
numérica de la ecuación anterior permite determinar la posición de cada partícula 
en un tiempo t+∆t. De esta forma, una simulación de dinámica molecular genera 
una trayectoria, que describe cómo las variables dinámicas del sistema se modifican 
a lo largo del tiempo. Los tiempos totales de simulación varían desde las decenas 













sistema estudiado, así como de la potencia de cálculo disponible y de la eficiencia 
del algoritmo de cálculo empleado. 
 
1.4. ANÁLISIS CONFORMACIONAL EN EL ESTADO ASOCIADO. 
En general, desde el punto de vista de la RMN, todos los parámetros 
espectroscópicos de un ligando y su receptor se afectan la producirse la asociación 
para dar lugar al complejo intermolecular ligando (carbohidrato)-receptor 
(proteína). Es decir, desplazamientos químicos, constantes escalares y de difusión, 
velocidades de relajación, NOEs…, se afectan, en mayor o menor medida, 
dependiendo de la afinidad, de la velocidad del intercambio entre los estado libres 
y asociado, y de las posibles diferencias de geometría entre ambos estados. 
 
En principio los métodos de RMN utilizados en la identificación y estudio 
de interacciones ligando-receptor en general y carbohidrato-proteína particular 
pueden dividirse en dos grupos: 
 
• métodos que se basan en la observación de las variaciones en alguno de los 
parámetros de RMN de señales correspondientes al receptor motivadas 
por la interacción de éste con el ligando. 
  
• métodos que se basan en el seguimiento de los efectos producidos en los 
parámetros de RMN del ligando al pasar este del estado libre al asociado. 
 
En el caso de los primeros, previo conocimiento de la estructura 
tridimensional del receptor, la observación de perturbaciones en señales del 
receptor, previamente asignadas, permite identificar el sitio de reconocimiento e 
identificar si se trata de una unión específica o no específica. Este tipo de estudio 













intercambio químico. Las limitaciones de estos métodos basados en la observación 
del receptor residen en que se requiere que la proteína posea unas determinadas 
propiedades fisicoquímicas que no siempre se cumplen. La proteína debe ser 
accesible en cantidades suficientes, ser soluble y no estar agregada. En muchos 
casos, es necesario encontrar un sistema de producción, más adecuado que la 
purificación de la propia fuente original, para la expresión de la proteína, y que 
además permita llevar a cabo un eficaz marcaje isotópico (por ejemplo, 13C, 15N, 2H) 
que posibilite la realización de diversos experimentos selectivos de RMN para 
facilitar la asignación de las señales de la proteína. 
 
Los métodos basados en la observación de las señales de los ligandos se 
apoyan en el hecho de que es posible distinguir entre los estados libre y asociado 
desde el punto de vista de la RMN, gracias a las diferencias de la velocidad 
rotacional y traslacional de una molécula pequeña al pasar del estado libre al 
asociado. Por lo tanto, la observación del ligando evita la necesidad de producir 
grandes cantidades del receptor marcado isotópicamente. Tampoco es necesaria la 
asignación de sus resonancias, ni imprescindible el conocimiento de su estructura 
tridimensional. La ausencia de estos requerimientos hace que estos métodos sean 
más rápidos y de mayor aplicabilidad al estudio de los procesos de formación de 
los complejos que los basados en la observación del receptor. Obviamente, la 
información relativa al receptor que se puede obtener con estos métodos es más 
limitada que en los anteriores, aunque en casos favorables, pueden 
complementarse eficazmente con protocolos de docking. 
 
Las aproximaciones basadas en la observación de los ligandos se basan en 
la transferencia, mediada por intercambio químico, de la información del estado 
asociado al estado libre. Este requisito hace que estos métodos sean útiles para la 
identificación de ligandos con afinidades entre débiles y moderadas (intercambio 













Generalmente, los ligandos son moléculas de bajo peso molecular. El 
comportamiento hidrodinámico de las moléculas de bajo peso molecular se 
caracteriza por tener tiempos de correlación cortos que se traducen en velocidades 
de relajación lentas y coeficientes de difusión translacional relativamente altos. 
Teniendo en cuenta la relación que existe entre el efecto Overhauser y el tiempo de 
correlación, para este tipo de moléculas (Figura 1.9), los picos de cruce de los 
experimentos NOESY presentan valores de signo opuesto a los de la diagonal. Por 
el contrario, las moléculas de alto peso molecular (las proteínas se pueden incluir 
en este grupo) tienen tiempos de correlación largos, que se corresponden con 
velocidades de relajación rápidas, y velocidades de difusión lentas. En este caso, 
los picos de cruce de los espectros NOESY de las moléculas de alto peso molecular 
aparecen con el mismo signo que los picos sobre la diagonal.  
 
 
Figura 1.9. Dependencia del incremento del NOE homonuclear con ωτc. ω (rad/s) es la frecuencia del 
espectrómetro y τc el tiempo de correlación de la molécula. Se representa el caso de un espectrómetro 
de 500 MHz 
 
Cuando una molécula pequeña (ligando) se asocia a una macromolécula, 
sus propiedades de RMN cambian y adquieren las propiedades de ésta. Por lo 
tanto, en el estado asociado, los ligandos presentan velocidades de relajación 















coeficientes de difusión más pequeños. Estas diferencias de comportamiento 
hidrodinámico permiten realizar diversos experimentos de RMN capaces de 
diferenciar los estados libre y asociado del ligando y por tanto determinar si existe 
interacción entre el ligando y la macromolécula. 
 
1.4.1 NOE transferido (TR-NOE). 
El NOE transferido (TR-NOE) fue descrito por Bothner-By60 y más tarde 
utilizado por Feeney y sus colaboradores,61 así como por Clore y Gronenborn,62,63 
Básicamente, se explotan las diferencias en los NOEs que se observan para 
moléculas pequeñas y para macromoléculas debido a las variaciones del tiempo de 
correlación τc de los ligandos al pasar del estado libre al asociado a una 
macromolécula.  
 
Si se consideran un par de núcleos, I y S, de un ligando C que se encuentra 
en intercambio rápido en la escala de desplazamientos químicos entre la forma 
libre (L) y la unida (U) a un receptor R, el NOE observado en una señal 
determinada es un promedio resultante de la contribución de los NOEs de ambos 
estados, que se expresan en función de la constante de relajación promedio (<σIS>) 







IS NN σσσ +=  
 
Siendo LISσ  y 
U
ISσ  las constantes de relajación cruzada de la forma libre y 
unida para el sistema IS y NL y NU las fracciones molares correspondientes. Así, si 
en esta expresión domina el término de la forma unida, los NOEs observados 
caracterizarán a la conformación del ligando en el estado unido, mientras que si el 













reflejarán la conformación del ligando en dicho estado. Por lo tanto, el experimento 






f NN σσ <<  
 
La constante de relajación cruzada (σ) está relacionada con el tiempo de 
correlación (τc). Las moléculas de peso molecular medio-bajo tienen un τc corto y, 
como consecuencia, exhiben NOEs positivos. Cuando una molécula pequeña se 
une a una proteína, su tiempo de correlación efectivo varía, y gira con 
movimientos lentos, como si fuera parte de la proteína, lo que da lugar a los NOEs 
negativos transferidos. Las condiciones para que el TR-NOE se produzca serán 
más favorables cuanto más grande sea la molécula de receptor, ya que el tamaño 
del complejo será mayor y, por tanto, el tiempo de correlación correspondiente al 
estado unido del ligando también lo será. 
 
Respecto a la afinidad del ligando, como se ha mencionado anteriormente, 
es necesario que exista un intercambio rápido entre la forma libre y la forma unida, 
de tal modo que se produzca transferencia de información entre los dos estados. 
Para que esto ocurra, velocidad de disociación del complejo debe ser rápida en la 
escala de tiempos de relajación 8(>2-3 s-1,) lo que suele ocurrir en el rango de 
afinidades que va desde 100 NM a 10 mM. 
 
Experimentalmente el TR-NOESY se realiza mediante una secuencia 
NOESY normal aplicada a un ligando en intercambio entre su estado libre y 
asociado. El ligando está en exceso respecto al receptor (a.C. 50:1), por lo que los 
desplazamientos químicos observados están muy próximos a los del ligando libre. 
En general, si el intercambio es rápido en la escala de tiempos de la relajación, estos 













movimiento lento de la macromolécula receptora, las constantes de velocidad de 
relajación de los protones del ligando en el estado asociado son negativas y de 
distinto signo de las del estado libre. Por tanto, los picos de cruce del TR-NOESY 
son negativos, aunque el ligando sea muy pequeño. Así, la existencia de 
interacción ligando-receptor puede detectarse fácilmente mediante inspección 
visual de los picos de cruce, y a partir de estos se puede derivar la conformación 
del ligando en el estado asociado.  
 
 
Figura 1.10. Esquema del experimento TR-NOE. Los picos de cruce del ligando en el espectro TR-















































1.4.2 Espectroscopía de diferencia de saturación (STD). 
La espectroscopía de diferencia en la transferencia de saturación (STD)64 es 
una técnica enormemente versátil en los estudios de interacciones ligando-
receptor. Permite detectar la interacción y da una idea, al menos cualitativa, de la 
afinidad. Adicionalmente, los experimentos STD dan información sobre el epítopo 
del ligando más en contacto con la proteína. Finalmente, permiten realizar un 
cribado sobre librerías de compuestos para seleccionar el ligando que tiene mayor 
afinidad. 
  
Como el nombre indica, con el STD se registra la diferencia de dos 
experimentos. En el primer experimento (el experimento "on resonance"), la 
magnetización de los protones del receptor es selectivamente saturada usando un 
tren de pulsos de radio frecuencia. La frecuencia de irradiación se selecciona en 
una región espectral que contiene señales del receptor, y en la que no existe 
ninguna señal correspondiente a los ligandos (por ejemplo, entre 0.0 y -1.0 ppm 
para proteínas). La saturación se propaga desde los protones seleccionados hasta 
otros protones del receptor a través de la inmensa red de rutas de relajación 
cruzada 1H-1H intramoleculares; el proceso de difusión de espín es muy eficiente, 
debido al peso molecular, generalmente grande del receptor. Obviamente, una de 
las regiones donde se hace sentir este efecto es el sitio de unión, donde la 
saturación es transferida a los compuestos reconocidos por este a través de 
mecanismos de relajación cruzada 1H-1H intermolecular. Seguidamente, las 
moléculas pequeñas se disocian del receptor, pero la saturación persiste debido a 
las velocidades de relajación lentas en estado libre. Al mismo tiempo, nuevas 
moléculas de ligando no saturado se intercambian "on" y "off' con el receptor, 
mientras la energía de saturación sigue entrando en el sistema a través de la 
aplicación sostenida de la radiofrecuencia, de manera que el resultado final es un 
incremento en la población de ligandos libres, pero ya saturados. En el 













de radiofrecuencias en una zona donde ninguna señal de RMN es perturbada. Los 
experimentos "on-resonance" y “off-resonance" se adquieren de manera 
entremezclada y después se calcula su diferencia. El espectro de diferencia 
resultante sólo contiene aquellas resonancias que han experimentado saturación, es 
decir, las del receptor y las de los compuestos que se le unen. Debido a las bajas 
concentraciones del receptor, sus señales no suelen ser visibles en el espectro de 
diferencia, y si lo son, pueden ser eliminadas empleando un filtro de relajación 
antes de la detección. El resultado es un experimento 1D muy simple que muestra 




Figura 1.11. Representación de un experimento STD. Cuando el ligando interacciona con la proteína 
saturada, la saturación se transfiere al ligando. Debido al intercambio rápido, el ligando vuelve a su 
estado libre, donde es detectado. 
 
El experimento STD presenta ciertas características que merecen ser 
resaltadas. Primero, el STD es ideal para el estudio de receptores de gran tamaño  
(> 30 kDa) que son los que generalmente se encuentran durante el proceso de 
descubrimiento de fármacos. Las macromoléculas con grandes pesos moleculares 
poseen tiempos de correlación rotacional grandes que favorecen la difusión de 
espín, y consecuentemente, la transferencia de saturación entre el receptor y el 
ligando. Segundo, los experimentos STD no necesitan de altas concentraciones de 
receptor (~ l-50 µM). Si asumimos un intercambio lo suficientemente rápido del 
ligando, la población de ligandos saturados crece durante el tren de pulsos de 














libre. A través de este mecanismo, una pequeña cantidad de receptor puede lograr 
un gran efecto de amplificación del ligando saturado. Una tercera ventaja de este 
método es que sólo se observan las señales del ligando unido. No hay que hacer 
correcciones basadas en la contribución del estado libre que podrían complicar la 
interpretación. Esto es particularmente útil cuando se emplea un diseño 
experimental donde existe una proporción elevada ligando:receptor. Se estima que 
el rango de aplicación de esta técnica va desde constantes de disociación               
10-8 < Kd < l0-2. 
 
1.5 METODOLOGÍA APLICADA. 
1.5.1 Modelización de los ligandos en el estado libre.  
Los cálculos de Mecánica y Dinámica Molecular empleados en esta 
Memoria de Investigación se llevaron a cabo utilizando los campos de fuerzas 
MM3* y/o AMBER* implementados en los programas MACROMODEL 7.1. 6 y/o 
Maestro 7.5 utilizando el modelo de disolvente GB/SA para el agua. Las torsiones 
Φ y Ψ serán establecidas en la discusión de cada capítulo.  
 
En un primer paso, el mapa rígido se calcula rotando alternativamente 
ambas torsiones glicosídicas en incrementos de 18 grados entre –180° y +180°. Los 
correspondientes 400 confórmeros así generados son optimizados fijando Φ/Ψ a 
cada valor correspondiente, para generar el mapa relajado de energía, utilizando 
iteraciones de gradientes conjugados hasta alcanzar la convergencia. La 
distribución de probabilidades fue calculada a partir de los valores de la energía, 
de acuerdo a una función de Boltzmann a 300 K. 
 
Para las simulaciones de Dinámica Molecular, se utilizaron como 
estructuras de partida distintas geometrías escogidas entre los diferentes mínimos 













temperatura de simulación de 300 K, con un paso de integración de 1.5 fs, y un 
tiempo de equilibrado de 100 ps. El tiempo total de simulación se indica en el 
capítulo correspondiente. 
 
El tratamiento de los datos obtenidos se realizó de distinto modo, según la 
procedencia de los mismos. En el caso de datos prevenientes de MACROMODEL 
7.1, se usó el programa SUPERMAP05 para extraer dichos datos del archivo de 
salida obtenido, como paso previo a su tratamiento y representación. En el caso de 
datos provenientes de MAESTRO 7.5 este paso intermedio no es necesario, puesto 
que este programa permite la extracción directa de los datos a partir del archivo de 
salida del cálculo.  
 
La representación de los datos obtenidos ha sido realizada con el programa 
ORIGIN. 
 
El cálculo de NOEs teóricos, mediante la aproximación de la matriz de 
relajación completa, se realizó mediante el uso del programa desarrollado en 
nuestro Grupo de Investigación, NOEPROM (M. Martín-Pastor, Tesis Doctoral, 
UAM, 1997) 
 
1.5.2 Espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear. 
Los métodos y experimentos de RMN utilizados en esta Tesis están 
recopilados, de modo exhaustivo, en el libro NMR of Glycoconjugates (Eds. J. 
Jiménez-Barbero & T. Peters), Weinheim, Wiley-VCH, 2002. 
 















Los espectros de RMN se realizaron en un espectrómetro Bruker AVANCE 
500 y fueron registrados a 298 K en D2O. Las concentraciones utilizadas fueron las 
indicadas en el capítulo correspondiente.  
 
Los experimentos 2D-TOCSY (tiempo de mezcla, 70 ms) fue realizado con 
una matriz de datos de 256×2 K para digitalizar una anchura espectral de 3000 Hz. 
Normalmente, se emplearon cuatro acumulaciones por incremento con un tiempo 
de demora entre pulsos entre 1-2 s.  
 
Los 2D-NOESY (tiempos de mezcla, 300, 400 y 500 ms) y los experimentos 
2D-T-ROESY (tiempos de mezcla, 300 y 400 ms) utilizaron las secuencias 
estándares. Los espectros 1D-NOE selectivos fueron adquiridos usando la 
secuencia del doble-eco de espín con gradientes, propuesta por Shaka y 
colaboradores a cinco tiempos de mezcla, (200, 400, 600, 800, y 1000 ms). 
 
Para realizar los experimentos TR-NOESY se utilizó la secuencia de pulsos 
habitual del NOESY, con tiempos de mezcla de 200, 250 y 300 ms. No se empleó 
ningún periodo de spín-lock para eliminar las señales de la proteína. 
 
Los experimentos de STD se llevaron a cabo según el método propuesto 
por Meyer, Peters y colaboradores. En este caso sí se usó spin-lock para eliminar las 
señales de la proteína. Se adquirieron dos espectros, irradiando a 7 ó 1 ppm (on-
resonance) y 50 ppm (off-resonance), respectivamente. Los efectos STD se evaluaron 
mediante la substracción de dichos espectros.  
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2. C-glicósidos como miméticos 






















Las selectinas, un subgrupo dentro de la familia de C-lectinas, engloba tres 
moléculas de adhesión, E-selectina, L-selectina y P-selectina, expresadas en la 
superficie de células endoteliales (E-selectina y P-selectina), leucocitos (L-selectina) 
y plaquetas (P-selectina). Su función principal está asociada a la recirculación de 
leucocitos a nódulos linfoides y focos de inflamación. Están implicadas en las fases 
de contacto aleatorio, captura y rodamiento (“rolling”) del proceso de 
extravasación leucocitaria.1-3  
La E-selectina (CD62E) juega un papel crucial en las primeras fases de la 
respuesta inmune inflamatoria, su principal ligando es el tetrasacárido sialil Lewis 
X (SLeX) (2.1), expresado por leucocitos, pero también reconoce ciertas 
glicoproteínas expresadas por linfocitos. Entre otras funciones, la E-selectina 
recluta, de manera preferente, células T memoria hacia la piel, independientemente 
de su grado de activación, lo que proporciona un mecanismo de captura de células 
T en reposo.4, 5  
Figura 2.1. Estructuras cristalinas de los dominios lectina/EGF de E-selectina (dcha.) y P-













La P-selectina participa activamente en la fase de rodamiento y promueve 
la localización inicial de leucocitos y plaquetas a los focos de inflamación. Su 
ligando principal también es el SLeX (2.1), que está presente en los glicoconjugados 
expresados en la superficie de otras células del sistema inmune, como neutrófilos, 











La participación del SLeX en estos importantes procesos del sistema 
inmune,6-8 ha promovido un gran interés por el desarrollo de síntesis eficaces de 
esta molécula,9 con el objetivo último de su uso como agente terapéutico para el 
tratamiento de síntomas agudos en patologías relacionadas con procesos 
inflamatorios.  
 
Sin embargo, el alto coste asociado a la síntesis del SLeX, unido a su baja 
actividad específica, su estabilidad insuficiente, y su pobre biodisponibilidad oral 
ha motivado que en los últimos años, se hayan diseñado, sintetizado y evaluado 



































Algunos de estos miméticos están basados en los C-glicósidos, que son 
análogos de oligoasacáridos en los que se ha sustituido el oxígeno del enlace 
glicosídico por un grupo metileno. Esta sustitución confiere una mayor estabilidad 
frente a glicosidasas y por lo tanto pueden ser farmacológicamente muy útiles. 
 
Sin embargo, esta sustitución acarrea también cambios de tipo estructural, 
ya que desaparece el efecto exoanomérico. Ahora, el carbono interglicosídico no 
posee pares de electrones libres que se puedan deslocalizar sobre el orbital sigma 
antienlazante del enlace C1-O5. Este hecho hace que los C-glicósidos sean más 
flexibles que los oligosacáridos originales, puesto que ya no existe efecto 




Los estudios de difracción de rayos X han permitido definir la zona de 
interacción del SLeX con las selectinas (Figura 2.3).17,18 Esta incluye los hidroxilos 3 
y 4 del residuo de fucosa, los hidroxilos 4 y 6 del residuo de galactosa y el grupo 
carboxilo del residuo de acido siálico. Parece que el grupo carboxilo del ácido 
siálico es esencial para el enlace del SLeX a las selectinas,11 aunque la orientación 
que adopta esta carga negativa en el complejo enlazado es diferente a la 
mayoritaria en su forma libre.19-21 
 
Teniendo en cuenta estos datos, en 1996 en el laboratorio del profesor C.H. 
Wong (Scripps Res Institute)22 se sintetizó el compuesto 2.2 (Figura 2.4). Este 
presenta una unión 1→1 entre un residuo de α-manosa y un residuo de β-
galactosa, dando como resultado la formación de un disacárido de tipo trehalosa, 
en los que, de acuerdo con un análisis conformacional cualitativo, todos los grupos 
OH parecían tener una orientación y distancia relativa similares a las de los 













incorporó un grupo de ácido glicólico a la posición 3 del residuo de la galactosa 
para mimetizar el ácido siálico del SLeX.  
 
 
Estudios iniciales mostraron que este compuesto parecía ser cinco veces 
más activo que el SLeX frente a la E-selectina22 y del mismo orden frente a P 
selectina,23 aunque seguía siendo lábil a la acción de las glicosidasas. Teniendo en 
cuenta todos datos, en el laboratorio del profesor Mootoo (Hunter College, Nueva 
York) se diseñó y sintetizó el correspondiente análogo de tipo C-glicósido, 2.3, así 
como otra serie de compuestos relacionados, que se presentan en esta memoria.  
 
Como se ha comentado anteriormente, esta modificación química lleva 
consigo la posibilidad de que los nuevos compuestos muestren mayor flexibilidad 
en los enlaces glicosídicos. De acuerdo con esta posibilidad, podrían darse 
formalmente hasta 9 conformaciones alternadas diferentes, resultantes de las 
combinaciones de las tres posibles orientaciones de las torsiones glicosídicas 
(Figura 2.5).  
Figura 2.3. Sitio de unión a SLeX de e- y p- selectina en el que se resaltan los grupos funcionales 





















La conformación del compuesto 2.3 ha sido previamente estudiada en 
nuestro grupo,24,25 confirmándose su mayor flexibilidad frente al O-glicósido 
“padre”. El compuesto 2.3 presenta un equilibrio conformacional en disolución en 
el que están presentes hasta cinco geometrías diferentes. 
 
Los diferentes confórmeros han sido denominados como exo, non exo y 
anti con respecto a las torsiones Φ Gal y Φ Man, por analogía con la notación 
exoanomérica de O-glicósidos. Esto es, las notaciones exo Gal y exo Man 
corresponden a valores de +60° y -60° respectivamente, mientras que la non-exo 
























Figura 2.4. Estructura del glicomimético propuesto por Wong y el C-glicósido correspondiente 
diseñado por el grupo de D. R.  Mootoo. 
2.2 2.3 
Figura 2.5. Representación esquemática de la orientación a) exo-syn b) non-exo c) exo-anti 















































Finalmente, las denominaciones anti Gal y anti Man indican ángulos en la 




anti Φ/exo anti Φ/non-exo 
exo Φ/non-exo Φ 
non-exo Φ/exo Φ 
exo ΦGal/exo ΦMan 
anti ΦGal/exo ΦMan anti ΦGal/non-exo ΦMan 
exo ΦGal/non-exo ΦMan 
non-exo ΦGal/exo ΦMan 












Comparando los datos existentes sobre las conformaciones bioactivas del 
SLeX con las geometrías presentes en el equilibrio conformacional de los 
compuestos estudiados se observa que dos de estas conformaciones, la exo 
ΦGal/exo ΦMan  y la anti ΦGal/non exo ΦMan (Figura 2.7), podrían mimetizar la 
conformación del SLeX en el complejo con P-selectina, al menos en cuanto a la 







exo ΦGal/exo ΦMan anti ΦGal/non-exo ΦMan 
ΦGal:H1Gal-C1Gal-CH2-C1Man;   ΦMan H1Man-C1Man-CH2-C1Gal 














Teniendo en cuenta estos resultados, en el laboratorio del profesor Mootoo 
se ha diseñado y sintetizado una segunda generación de C-glicósidos que han sido 
modificados en el metileno interglicosídico tratando de restringir su conformación 
(Figura 2.8).  
 
 












Estas modificaciones consisten en la sustitución de los átomos de 
hidrógeno de este metileno por un grupo hidroxilo o por uno o por dos átomos de 
flúor (compuestos 2.4, 2.6, 2.8, 2.9 y 2.10) y en la formación de un tercer anillo que, 
a priori podría, rigidificar la conformación, mediante la formación de un puente 
acetálico entre el grupo hidroxilo en posición dos del anillo de galactosa y el nuevo 
grupo hidroxilo introducido en el carbono interglicosídico (compuestos 2.5 y 2.7).   
 
Los compuestos 2.4–2.8 fueron sintetizados, como modelos 
conformacionales, sin el resto de acido glicólico. Como ha sido demostrado 
previamente en nuestro grupo de investigación, desde un punto de vista 
estructural, su ausencia no afecta a las torsiones glicósidicas y facilita la asignación 
de los espectros de RMN de estas moléculas.25 
 
El estudio sobre el comportamiento conformacional de estos nuevos 
compuestos se describe a continuación.  
 
2.4. MODELIZACIÓN MOLECULAR. 
2.4.1 Estudios de Mecánica Molecular. 
Mediante los cálculos de mecánica molecular se obtuvieron mapas de 
energía en función de las torsiones pseudoglicosídicas, definidas como Φ Gal (H1-
C1-C-C1’) y Φ Man (H1’-C1’-C-C1) (Figura 2.9) utilizando MM3*26 como campo de 
fuerzas. 
 
Como se observa en el mapa conformacional calculado para la molécula 2.4 
(R-GalMan-OH), los cálculos predicen un mínimo global muy mayoritario, 
correspondiente a la región conformacional exo Gal/non-exo Man, con la 













confórmeros anti Gal/non-exo Man, exo Gal/exo Man y non-exo Gal/exo Man 




R-GalMan-OH (2.4) S-GalMan-OH (2.6) 
R-GalMan-F (2.9) S-GalMan-F (2.10) 
GalMan-F2 (2.8) 













En el caso de la molécula 2.5 (R-GalMan-acetal), obviamente la presencia 
del acetal cíclico en esta estructura restringe severamente la movilidad 
conformacional alrededor del enlace pseudoglicosídico del anillo de galactosa a la 
geometría anti Gal, quedando el enlace de la manosa como único grado de libertad 
torsional. En este caso, solo se realizó el barrido conformacional (“torsional drive”) 
alrededor del enlace Φ Man, utilizando el campo de fuerzas MM3*, y no 
imponiendo ninguna restricción a la torsión Φ Gal durante el proceso de 
minimización. La geometría de menor energía se encuadra en la región 
conformacional anti Gal/non-exo Man, mientras que las otras zonas accesibles que 
también se observan se sitúan en las regiones anti Gal/exoMan y anti Gal/antiMan 
(Figura 2.11). 
 
En cuanto a la molécula 2.6 (S-GalMan-OH), donde la estereoquímica del 
puente interglicosídico se invierte, es interesante resaltar el cambio que se observa 
en las preferencias conformacionales. Ahora, el mapa conformacional presenta tres 
mínimos. La geometría de menor energía corresponde a la conformación non-exo 
Gal/exo Man, a diferencia de la exo Gal/non-exo Man observada en el isómero R. 
Los otros dos mínimos, menos favorables, corresponden a las conformaciones exo 
Gal/exo Man y anti Gal/exo Man (Figura 2.12). 
 
La molécula 2.7 (S-GalMan-acetal) vuelve a presentar un acetal cíclico en 
su estructura. Solamente queda libre la torsión alrededor del enlace Φ manosa. En 
este caso al optimizar los confórmeros alrededor de Φ Man sólo se obtuvieron dos 
estructuras de baja energía, que corresponden a los confórmeros exo Gal/exo Man 
y exo Gal/non-exo Man (Figura 2.13). 
 
En el caso del compuesto difluorado 2.8 (GalMan-F2) son cuatro las 













diferentes: exoGal/non-exoMan (22%), exoGal/exoMan (26%), non-exoGal/exo-Man 
(51%) y antiGal/non-exo Man (1%) (Figura 2.14). 
 
Por último, para de los compuestos monofluorados 2.9  y 2.10 (R-GalMan-F 
y S-GalMan-F), el campo de fuerzas MM3* predice cinco tipos de confórmeros de 
baja energía, tanto para el epímero R como para el epímero S exo Gal/non-exo 
Man, exo Gal/exo Man, non-exo Gal/exo Man, anti Gal/non-exo Man y anti Gal/exo 
Man, pero con diferentes poblaciones.  
 
Para el epímero S, el confórmero con doble orientación exoanomérica es el 
mayoritario (aprox. 40%), seguido del non-exo Gal/exo Man (28%), anti Gal/exo 
Man (15%) y anti Gal/non-exo Man (12%). Para el epímero R, de acuerdo con el 
MM3*, el confórmero mayoritario es el exo Gal/non-exo Man (65%) seguido del 
confórmero con una doble orientación exoanomérica (26%) con contribuciones 





















Figura 2.10. Representaciones estereoscópicas de los mínimos del compuesto 2.4, de 
acuerdo con los cálculos MM3*. 
exo ΦGal/exo ΦMan 
anti ΦGal/non-exo ΦMan 
exo ΦGal/non-exo ΦMan 














anti ΦGal/non-exo ΦMan 
anti ΦGal/exo ΦMan 
anti ΦGal/anti ΦMan 
Figura 2.11. Representaciones estereoscópicas de los mínimos del compuesto 2.5, de acuerdo 
con los cálculos MM3*.  





















































exo ΦGal/exo ΦMan 
anti ΦGal/exo ΦMan 
non-exo ΦGal/exo ΦMan 
Figura 2.12. Representaciones estereoscópicas de los mínimos del compuesto 2.6, de 


















exo ΦGal/exo ΦMan 
non-exo ΦGal/exo ΦMan 
Figura 2.13. Representaciones estereoscópicas de los mínimos del compuesto 2.7, de 
acuerdo con los cálculos MM3*.  












































exo ΦGal/exo ΦMan 
anti ΦGal/non-exo ΦMan 
exo ΦGal/non-exo ΦMan 
non-exo ΦGal/exo ΦMan 
Figura 2.14. Representaciones estereoscópicas de los mínimos del compuesto 2.8, de 














Figura 2.15. Representaciones de los mínimos obtenidos para los compuestos 2.9  (R-GalManF-, 
izq.) y 2.10  (S-GalMan-F, dcha.). De arriba abajo: exo Gal/non-exo Man, exo Gal/exo Man, non-












2.4.2 Estudios de Dinámica Molecular. 
Los mínimos obtenidos mediante los cálculos de mecánica molecular 
fueron sometidos a simulaciones de dinámica molecular para comprobar su 
estabilidad conformacional (Figura 2.16). Todas las simulaciones se realizaron 
durante un periodo de 5 ns, utilizando MM3* como campo de fuerzas. 
 
Utilizando como estructuras de partida los mínimos globales, en cada caso, 
los datos obtenidos de estas simulaciones concordaron de forma satisfactoria con 
los datos obtenidos mediante mecánica molecular. 
 
Así para el compuesto 2.4 (R-GalMan-OH), puede observarse la presencia 
de una geometría mayoritaria de tipo exo Gal/non-exo Man, acompañada de las 
geometrías exo Gal/exo Man, non-exo Gal/exo Man y anti Gal/non-exo Man. 
 
En el caso de 2.5 (R-GalMan-acetal), independientemente de la estructura 
de partida, sólo se observa la presencia del confórmero anti Gal/non-exo Man. Este 
hecho estaría de acuerdo con los datos obtenidos mediante el barrido 
conformacional, ya que el salto de energía desde los mínimos locales anti Gal/exo 
Man y anti Gal/anti Man al mínimo global es muy pequeño, lo que no ocurre en 
sentido inverso.  
 
Para 2.6 (S-GalMan-OH) el resultado de la simulación de 5 ns es similar a 
los obtenidos mediante MM. Es decir, se predice la presencia de las geometrías exo 
Gal/exo Man, non-exo Gal/exo Man y anti Gal/exo Man. Pero además, en este caso, 
aparecen indicios de los conformeros exo Gal/non-exo Man y exo Gal/anti Man, 












































































































R-GalMan-OH (2.4) R-GalMan-acetal (2.5) 
S-GalMan-OH (2.6) S-GalMan-acetal (2.7) 
GalMan-F2 (2.8) 
S-GalMan-F (2.10) 












































En cuanto a la molécula 2.7 (S-GalMan-acetal), los datos de DM coinciden 
con los obtenidos mediante el barrido conformacional, prediciéndose dos 
confórmeros: el exo Gal/exo Man y el exo Gal/non-exo Man. 
 
Para el compuesto difluorado 2.8 (GalMan-F2), vuelven a observarse las 
mismas cinco geometrías que aparecen en el mapa de energía adiabática: exo 
Gal/non-exo Man, exo Gal/exo Man, non-exo Gal/exo  Man y antiGal/non-exo Man. 
 
Por último, para los compuestos monofluorados 2.9 y 2.10 los cálculos de 
DM reproducen adecuadamente los obtenidos mediante MM, excepto la ausencia 
del mínimo anti Gal/exo Man para 2.9. 
 
2.5. ESTUDIO CONFORMACIONAL MEDIANTE RMN.  
Las predicciones resultantes de los cálculos con el campo de fuerzas MM3* 
han sido contrastadas experimentalmente mediante estudios de RMN. Los 
desplazamientos químicos de las diversas moléculas están listados en la Tabla 2.1. 
Las resonancias fueron asignadas en base a una combinación de experimentos 
COSY, TOCSY, HSQC, HSQC-TOSY. Los experimentos se realizaron con 
concentraciones de los compuestos en el rango 2-5 mM en D2O y a 298 K. 
 
En todos los derivados, los valores de las constantes de acoplamiento J 
entre los protones de los anillos indican que todos los anillos de piranosa adoptan 
la geometría de silla 4C1, independientemente de la naturaleza del enlace 
glicosídico. Los valores intermedios observados para las constantes de 
acoplamiento J5,6 de los grupos hidroximetilo de las distintas moléculas están de 
acuerdo con los valores descritos para un equilibrio entre confórmeros tg:gt para 















ppm (J, Hz) 
R-GalMan-
acetal 2.5  
δ, ppm (J, Hz)  
S-GalMan-OH 
2.6 
 δ, ppm (J, Hz) 
S-GalMan-acetal 
2.7 
 δ, ppm (J, Hz) 
GalMan-F2 
 2.8 
δ, ppm (J, Hz) 
R-GalMan-F  
2.9  
δ, ppm (J, Hz) 
S-GalMan-F  
2.10 
δ, ppm (J, Hz) 
G1 3.20 (2.0, 9.8) 3.75 3.45 (1.98, 9.9) 3.32 (9.4, 9.4) 3.84 (14.3, 10.0) 3.39 (10.3, 29.8) 3.68 
G2 3.83 (9.4) 4.05 (9.2) 3.84 (9.8) 3.69 3.97 (9.6) 3.93 (10.3) 3.89 (10.1) 
G3 3.59 3.74 3.53 (9.8, 3.5) 3.85 3.70 (9.6, 3.4) 3.46 (9.6) 3.42 (8.9) 
G4 3.88 (1.2, 3.3) 3.92 (3.3) 3.87 (1.1, 3.5) 4.01 4.00 (3.4, <1) 4.07 4.05 
G5 3.59 3.64 3.60 3.73 3.79 (<1, 3.5, 7.0) 3.61 3.61 
G6a 3.71 (7.3, 11.7) 3.79 3.72 3.74 3.76 3.72 3.72 
G6b 3.64 (7.5, 11.2) 3.70 3.66 3.80 3.74 (6.6, 12.2) 3.67 3.69 (12.0) 
H puente 4.23 (9.8, 1.9) 4.44 (8.8, 6.1) 4.24 (9.3, 1.9) 4.04 (3.3, 10.0) - 5.13 (8.6, 47.5) 5.09 (6.9, 46.5) 
M1 4.07 (9.3, 1.9) 4.39 (8.8, 61) 4.17 (1.9, 9.3) 4.16(3.0, 3.0) 4.51 (2.3, 14.3, 19.4) 4.33 (16.3, 8.9) 4.34 (15.4, 7.0) 
M2 3.98 (1.9, 3.2) 4.14 (3.3) 4.20 (3.3, 1.9) 4.21(3.3, 3.3) 4.33 (2.3, 3.4) 3.97 4.21 
M3 3.61 3.82 (3.7, 8.3) 3.82 (3.3, 9.2) 4.01 3.92 (3.8, 9.1) 3.66 3.84 (8.8) 
M4 3.63 (9.3) 3.63 3.60 3.65 (8.7, 8.7) 3.70 (9.0) 3.63 3.63 
M5 3.55 (2.4, 6.1, 8.8) 3.56 (2.4, 7.5) 3.59 3.80 3.84 3.66 3.58 
M6a 3.82 (2.2, 12.2) 3.69 3.80 (1.8, 11.9) 3.74 3.74 3.82 (12.0) 3.80 (12.0) 
M6b 3.71 (5.9, 12.2) 3.64 3.65 3.74 3.89 (2.2, 12.2) 3.73 3.64 
OCH2Oax - 5.04 (6.5) - 4.84 (6.5) - - - 
OCH2Oec - 4.86 (6.5) - 5.15 (6.5) - - - 
CH2COOHa,b - - - - - 4.03 4.02 
 













2.5.1 Análisis de las constantes de acoplamiento de los protones 
interglicosídicos. 
La presencia de al menos un protón en el carbono interglicosídico permite 
la medida de las constantes de acoplamiento protón-protón a tres enlaces, 3JHH, 
(con la excepción del compuesto difluorado), por lo que se puede obtener 
información de la conformación o conformaciones existentes alrededor de las 
torsiones pseudoglicosídicas, usando una ecuación de tipo Karplus.28 
 
Para la molécula 2.4 (R-GalMan-OH), la comparación de los valores de las 
constantes de acoplamiento obtenidas experimentalmente para el protón 
interglicosídico (9.8, 1.9 Hz) con los valores calculados para las geometrías de baja 
energía determinadas mediante MM, permite descartar una presencia significativa 
de los confórmeros exo Gal/exo Man y non-exo Gal/exo Man en el equilibrio 
conformacional. Por tanto los resultados experimentales de constantes de 
acoplamiento se correlacionan con un equilibrio entre los confórmeros exo 
Gal/non-exo Man y anti Gal/non-exo Man, o bien con la presencia exclusiva de uno 
de estos confórmeros (Tabla 2.2). 
 









∆E 0 10.71 2.95 13.12  
Φ Gal  68.1 58.7 -53.0 -165.7  
Φ Man  62.7 -55.8 -72.4 63.6  
J Gal  1.2 0.9 10.1 2.4 1.9 
J Man 9.5 0.6 1.8 9.4 9.8 
 
Tabla 2.2. Constantes de acoplamiento 3J para el protón interglicosídico en el compuesto 2.4, R-
GalMan-OH. 
 
En el caso del diastereoisómero 2.6 (S-GalMan-OH), la comparación de los 
valores de las constantes de acoplamiento experimentales para el protón 














del confórmero exoGal/exoMan (Tabla 2.3). En este caso, parece existir un 
equilibrio entre los confórmeros non-exo Gal/exo Man y anti Gal/exo Man, o ante la 
presencia exclusiva de uno de ellos. 
 







∆E 0 5.54 2.21  
Φ Gal  61.8 -50.7 177.2  
Φ Man  -48.9 -65.0 -44.7  
J Gal  9.7 1.3 2.4 2.0 
J Man 9.6 9.7 9.4 9.3 
 
Tabla 2.3. Constantes de acoplamiento 3J para el protón interglicosídico en el compuesto 2.6, S-
GalMan-OH. 
 
En el caso de 2.5 (R-GalMan-acetal), la comparación de los datos 
experimentales (J = 8.1 y 6.6 Hz) con las constantes de acoplamiento 
interglicosídicas, calculadas para las tres geometrías obtenidas a partir de los 
cálculos de MM, indican que este análogo existe predominantemente en la 
conformación anti Gal /non-exo Man (aprox 85%), con poblaciones minoritarias de 
anti Gal/exo Man y anti Gal/anti Man (aprox 10% y 5%). Estas poblaciones se 
confirmaron con los datos de NOE, como se describirá más adelante. 
 
Esta distribución relativa de poblaciones está de acuerdo, al menos de 
forma cualitativa, con los resultados predichos por el campo de fuerzas MM3* 
(Tabla 2.4). 







∆E 0 28 32  
Φ Gal  175 151 168  
Φ Man  51 -59 140  
J Gal  5.0 7.0 5.8 6.1 
J Man 10.2 1.1 0.5 8.8 













Para 2.7 (S-GalMan-acetal) los valores experimentales nos indican que esta 
molécula existe como un equilibrio mayoritario entre el confórmero exo Gal/exo 
Man (20%) y el confórmero exo Gal/non-exo Man (80%). En este caso, la presencia 
de la conformación exo/exo está sobreestimada por los cálculos de MM (Tabla 2.5). 
 





∆E 0.0 6.0  
Φ Gal  54.7 58.2  
Φ Man  -50.8 42.0  
J Gal  9.9 9.9 10.0 
J Man 9.8 0.9 3.0 
 
Tabla 2.5. Constantes de acoplamiento 3J para el protón interglicosídico en el compuesto 2.7, S-
GalMan-acetal. 
 
En el caso del compuesto difluorado 2.8, los dos protones 
pseudoanoméricos presentan constantes de acoplamiento con ambos átomos de 
flúor. Las constantes observadas varían entre 15 y 20 Hz, valores intermedios para 
sistemas H/F vecinales. Por desgracia, estas constantes no pueden utilizarse para 
obtener información conformacional cuantitativa, puesto que la presencia de un 
sustituyente electronegativo adicional a lo largo de la ruta del acoplamiento 
modifica fuertemente la relación entre los ángulos de torsión y las constantes de 
acoplamiento.28,29 En definitiva, la ecuación de tipo Karplus disponible para 
acoplamientos vecinales H/F no es aplicable cuantitativamente a esta molécula. 
 
En el caso de los compuestos monofluorados, 2.9 y 2.10, existe un 
problema adicional. Los dos compuestos diastereoisoméricos fueron sintetizados y 
obtenidos de manera separada, y denominados como (a) y (b). Sin embargo, la 
configuración del carbono fluorado no estaba caracterizada cuando las moléculas 
llegaron a nuestro laboratorio. Afortunadamente, la presencia del átomo de flúor 














útil para la caracterización conformacional: las constantes de acoplamiento entre 
los protones pseudoanoméricos y el átomo de flúor. La ecuación tipo Karplus 
desarrollada por Chatoopadhyaya et al. fue utilizada para calcular los valores 
teóricos de estas constantes 3J H-F.30 
 
Debido al solapamiento de señales, de las cuatro constantes de 
acoplamiento vecinales existentes, sólo tres fueron medibles de modo fiable para la 
muestra (a) y dos para la muestra (b) (Tabla 2.6). En un primer paso, la 
comparación entre las constantes H,H y H,F experimentales con las teóricas, 
calculadas a partir de las geometrías obtenidas por MM para cada mínimo 
conformacional de cada uno de los dos epímeros permitió acotar las 
conformaciones observadas. En el caso del compuesto (a), el confórmero 
mayoritario debe ser el exo Gal/non-exo Man si se trata del epímero R, o bien el 























a            b 
Epím. R        
G1/CHF 0.4 -0.3 7.9 4.7 4.2 <1 <1 
G1/F 34.2 36.2 15.1 12.2 16.2 29.6 - 
M1/CHF 9.7 -0.4 0.8 8.0 0.4 8.6 7.1 
M1/F 11.0 35.9 30.1 14.5 36.1 16.3 15.4 
Epím. S        
G1/CHF 9.5 9.5 0.8 2.9 3.3 <1 <1 
G1/F 8.3 11.0 33.5 14.5 14.5 29.6 - 
M1/CHF 0.8 9.5 8.7 0.8 9.5 8.6 7.1 
M1/F 32.1 11.0 14.5 33.5 15.0 16.3 15.4 
 
Tabla 2.6. Constantes de acoplamiento 3J para el protón interglicosídico en los compuestos 
monofluorados 2.8 y 2.9 y su comparación con los compuestos sintetizados,  a y b. 
 
En el caso del compuesto (b), solo se pueden asignar dos constantes, que 












tanto, en un principio, existen las dos mismas posibilidades o bien se trata del 
epímero R con un confórmero exo Gal/non-exo Man mayoritario o bien, del 
epímero S en el que el confórmero non-exoGal/exoMan es el mayoritario. En este 
caso, la falta de una de las constantes obliga a tener en cuenta una tercera 
posibilidad, que es que se trate del epímero S con un confórmero anti Gal/exo Man. 
 
Con objeto de obtener un mayor número de datos experimentales que 
permitiesen completar el análisis conformacional de estas moléculas se procedió a 
realizarse el análisis de NOEs. 
 
2.5.2 Análisis de NOEs. 
Se realizaron experimentos NOESY y ROESY para determinar, al menos de 
modo semicuantitativo, las distancias interprotónicas clave que aportan con 
información conformacional. Así, los valores de NOE obtenidos fueron 
transformados en distancias interatómicas y comparados con los estimados en los 
cálculos de MM y DM con el campo de fuerzas MM3*. Era nuestro propósito el 
disipar las dudas derivadas del mero análisis de J descrito anteriormente. 
 
Para el análisis de NOEs de cada compuesto, es importante definir 
aquellos NOEs que son exclusivos para cada una de las posibles conformaciones. 
Es decir, encontrar parejas de protones que en solamente una de las posibles 
conformaciones estén a una distancia suficientemente cercana para generar un 
NOE observable y que estén lejanas en las demás conformaciones.  
 
Así, en el caso de 2.4 (R-GalMan-OH) los NOEs exclusivos observados son 
los correspondientes a los picos de cruce entre los protones G1-M2 y G1-M3, 
representativos de la geometría exo Gal/non-exo Man. Además, no se observan los 
NOEs M1-G2 y M2-G2, exclusivos de la conformación anti Gal/exo Man, ni el G1-














Adicionalmente, se también observan los picos de cruce entre los protones G1-M1 
y Hp-M2, de acuerdo con la presencia de la conformación exo Gal/non-exo Man 
demostrada más arriba. Además, la intensidad de este pico de cruce es 
significativamente menor que el que se esperaría si la conformación exo Gal/exo 


















G1-M1 3.1 (1) 3.3 2.5 3.3 3.8 
G1-M5 - 4.3 4.4 2.7 4.6 
G1-M2 2.1 (10) 2.2 4.3 4.7 3.9 
G1-M3 3.1 (1) 3.0 5.2 4.5 4.3 
Hp-G2 3.1 (1) 3.2 3.2 2.5 3.8 
Hp-M2 3.1 (1) 3.1 2.4 2.6 3.2 
Hp-M5 2.2 (9) 2.1 4.0 3.9 2.1 
Hp-M3 2.5 (4) 2.4 3.4 3.7 2.4 
M1-G2 - 4.3 4.7 3.2 2.3 
M5-G2 - 5.1 4.2 5.2 5.3 
G2-M2 - 4.9 5.3 4.8 2.3 
 
Tabla 2.7. Comparación entre las distancias obtenidas experimentalmente y las obtenidas mediante 
MM y DM para 2.4, R-GalMan-OH. 
 
La combinación de los datos de NOE, que descarta las conformaciones 
non-exo Gal/exo Man y anti Gal/exo Man, junto con el análisis de J que también 
descarta la non-exo Gal/exo Man y la exoGal/exoMan, indica 2.4 es un compuesto 
conformacionalmente restringido a una conformación mayoritaria, la exo Gal/non-
exo Man. Desafortunadamente, esta conformación mayoritaria es diferente de las 
propuestas como bioactivas para estos análogos del SLeX, exo Gal/exo Man y anti 
Gal/non-exo Man, que podrían mimetizar la orientación del SLeX en el sitio de 













En el caso de 2.5 (R-GalMan-acetal), los datos de NOEs confirman lo 
observado en el análisis de J. Se observan NOEs fuertes entre las parejas Hp-M3, y 
G2-M1, que corresponden a distancias interprotónicas cortas exclusivas de la 
conformación anti Gal/non-exo Man. También se observa, aunque con una 
intensidad muy débil, un NOE exclusivo (CH2ax-M2), correspondiente a la 
conformación anti Gal/anti Man. Debido al solapamiento de señales no es posible 
observar NOEs exclusivos correspondientes a la conformación anti Gal/exo Man, 














G1-M1 - 3.8 3.6 4.2 
G1-M5 - 4.5 4.8 3.7 
G1-M2 - 3.9 4.6 4.2 
G1-M3 - 4.2 5.3 4.1 
Hp-G2 - 3.8 3.8 3.8 
Hp-M2 2.7 (5) 3.0 2.4 3.9 
Hp-M5 2.5 (8) 2.2 4.2 2.5 
Hp-M3 2.3 (14) 2.2 3.7 3.9 
M1-G2 2.3 (14) 2.1 3.7 3.7 
M5-G2 - 5.3 2.7 4.4 
G2-M2 - 3.4 5.1 1.9 
CH2ax-M1 (7) 2.2 2.3 2.5 
CH2ax-M2 (1) - - 2.4 
 
Tabla 2.8. Comparación entre las distancias obtenidas experimentalmente y las obtenidas mediante 
MM y DM para 2.5, R-GalMan-acetal. 
 
 
Los espectros de 2.6 (S-GalMan-OH), a pesar del solapamiento, muestran 
un NOEs exclusivo correspondiente a la conformación non-exo Gal/exo Gal: G1-
M5. El NOE observado para el par G1-M1 es compatible también con la presencia 
de esta conformación (Tabla 2.9). 
 
También en este caso, este compuesto está conformacionalmente 
restringido y de nuevo la conformación mayoritaria es diferente de las propuestas 





























G1-M1 3.1   2.5 3.1 3.7 
G1-M5 2.6   4.4 2.7 4.1 
G1-M2 - 4.2 4.7 4.8 
G1-M3 - 5.0 4.5 4.9 
Hp-G2 Solapa  2.5 3.8 3.2 
Hp-M2 Solapa  3.2 3.0 3.2 
Hp-M5 Solapa  2.1 2.2 2.0 
Hp-M3 Solapa  2.4 2.3 2.5 
M1-G2 Solapa 4.7 3.2 2.8 
M2-G2 - 3.9 5.2 3.4 
G2-M2 - 5.4 4.7 5.0 
 
Tabla 2.9. Comparación entre las distancias obtenidas experimentalmente y las obtenidas mediante 
MM y DM para 2.6, S-GalMan-OH. 
 
 






G1-M1 Medio 2.4 2.9 
G1-M5 - 4.4 4.7 
G1-M2 Fuerte 4.3 2.3 
G1-M3 - 5.0 3.7 
Hp-G2 Fuerte 2.5 2.5 
Hp-M2 - 3.2 3.8 
Hp-M5 Medio-Fuerte 2.2 2.8 
Hp-M3 Débil 2.4 4.0 
M1-G2 - 4.7 4.3 
M5-G2 - 4.0 5.0 
G2-M2 - 5.3 5.0 
 
Tabla 2.10. Comparación entre la intensidad de los picos de cruce NOE obtenidos experimentalmente 
y las distancias obtenidas mediante MM y DM para 2.7, S-GalMan-acetal. 
 
En el caso de 2.7 (S-GalMan-acetal) se observa una señal fuerte para el par 
G1/M2 correspondiente a un NOE exclusivo de la conformación exo Gal/non-exo 












conformación exclusiva, exo Gal/exo Man debe ser minoritaria. Por lo tanto, este 
compuesto presenta  un equilibrio conformacional con presencia mayoritaria de la 
conformación exo Gal/non-exo Man en el equilibrio y minoritaria de la 
conformación propuesta como bioactiva, la exo Gal/exo Man. 
 
En el caso del compuesto difluorado 2.8,  la intensidad débil observada 
para los NOEs M1-G2 y M2-G2, especialmente para este último, exclusivo del 
confórmero anti Gal/non-exo Man, indica que no es posible una contribución 
mayoritaria de este confórmero. La intensidad experimental de este NOE sugiere 
que la población del confórmero anti Gal/non-exo Man no está bien estimada por el 
MM3*. La presencia de los confórmeros exo Gal/non-exo Man y exo Gal/exo Man 
está garantizada por la presencia de los NOEs G1-M2 y G1-M1, respectivamente, 
ya que son exclusivos de estas geometrías. La presencia del confórmero non-exo 
Gal/exo Man, que los cálculos de MM3* predecían como mayoritario, no puede ser 
demostrada directamente mediante RMN, ya que la presencia de su NOE 
exclusivo no se puede demostrar debido al solapamiento de los dos protones clave 
(G1 y M5 muestran el mismo desplazamiento químico). Por tanto, para ajustar las 
distancias experimentales a las experimentales teóricas, se variaron 
sistemáticamente las poblaciones de los cuatro confórmeros  hasta obtener la mejor 
concordancia entre ambos conjuntos. De este modo, se dedujo que el confórmero 
non-exo Gal/exo Man debía estar presente en disolución. De hecho, el mejor ajuste 
a los datos experimentales se obtiene cuando se asume una distribución entre los 
cuatro confórmeros exo Gal/non-exo  Man: exo Gal/exo Man: non-exo Gal/exo 
Man: anti Gal/exo Man de 25:15:50:10. 
 
Este compuesto existe como un equilibrio conformacional ente 
confórmeros con importantes contribuciones de geometrías no exoanoméricas 














inequívocamente que el comportamiento conformacional de C-glicósidos puede 























2.5/(5) 2.5 2.5 2.5 2.5 
1G-1M 3.0/(2) 3.0 2.4 3.2 3.7 
1G-2M 2.6/(4) 2.1 4.3 4.7 3.8 
1G-5M Solapa 4.5 4.2 2.5 4.5 
1M-2G 3.0/(2) 4.3 4.7 3.2 2.2 
2M-G2 >3.8/(<0.5) 4.9 5.2 4.8 2.7 
 
Tabla 2.11. Comparación entre las distancias obtenidas experimentalmente y las obtenidas mediante 
MM y DM para 2.8, GalMan-F2 
 
En el caso de los compuestos monofluorados, el análisis de NOEs se hizo 
en paralelo con el de las constantes de acoplamiento, con el objeto de asignar 
simultáneamente tanto las configuraciones de ambos epímeros como caracterizar 
la conformación de cada uno de ellos.  
 
Para el compuesto monofluorado a, pero no para el compuesto b, se 
observa un NOE fuerte entre G1-M2, que es exclusivo del confórmero exo Gal/non-
exo Man (Tabla 12). Este dato, combinado con el análisis de J permite correlacionar 
el compuesto a con el epímero R, frente a su alternativa. Si a fuese el epímero S con 
un equilibrio entre los confórmeros non-exo Gal/exo Man y anti Gal/exo Man, que 
no es consistente con la presencia de un NOE fuerte entre CHF y M3, ni con el 
débil NOE observado entre M1-G2 y la ausencia del NOE M2-G2, exclusivos de la 
conformación anti Gal/non-exo Man. Por tanto, a es el epímero R y existe 
mayoritariamente en una conformación con orientación no exoanomérica 












O-glicósidos. Por otro lado, la contribución del confórmero preferente en los O-
glicósidos naturales, exo Gal/exo Man es muy minoritaria (<10%), en contra con las 
predicciones de  los cálculos  MM3*. La ausencia del  NOE G1-M1 permite apoyar 
esta conclusión. Por tanto, hay que señalar que los cálculos de mecánica molecular, 
aunque son muy útiles para apoyar los datos de RMN y proporcionan geometrías 
válidas, todavía no proporcionan valores de energía relativa tan fidedignos que 
permitan predecir cuantitativamente las poblaciones de los distintos mínimos de 
energía. Probablemente, la carencia de acuerdo entre datos experimentales y 
teóricos se debe a la presencia de numerosos grupos polares y electronegativos 
muy próximos en el espacio. 
 
Por otro lado, en el caso del compuesto b, aunque la ausencia de un NOE 
no excluye, en general, la posibilidad de existencia de una conformación 
determinada, el hecho de que el NOE G1-M2 no se observe en los espectros de b 
permite postular que este el epímero S, y que los confórmeros presentes en 
disolución son el anti Gal/exo Man y el non-exo Gal/exo Man. Los NOEs fuertes 
entre CHF-M3 y CHF-M5 apoyan la presencia de estos confórmeros, aunque la 
estimación de sus poblaciones relativas en disolución no es posible. Tanto los 
valores de J como los de NOE accesibles experimentalmente son muy similares 
(Tabla 12) para las conformaciones anti Gal/exo Man y non-exo Gal/exo Man.  
 
Por otro lado, de nuevo, como ocurre con el epímero R, el confórmero exo 
Gal/exo Man está sobreestimado por los cálculos MM3*. 
 
En resumen, para el caso de los compuestos monofluorados, 2.9 y 2.10, el 
comportamiento conformacional del epímero R (a) es muy diferente de aquel del 
epímero S (b). Además, y curiosamente, el comportamiento conformacional de 

















 Compuesto (a) 
NOE exp(%)  
 /distancia (Ǻ) 
Compuesto (b) 
NOE exp (%)  
















1G-1M –– –– 3.2 2.5 3.4 3.8 3.8 
1G-2M Fuerte (13) /2.3 –– 2.3 4.4 4.8 4.0 4.8 
1G-3M Solapa Solapa 3.4 5.2 4.4 4.3 4.9 
1G-5M Solapa Solapa 4.5 4.3 2.5 4.5 4.1 
CHF-2G Medio (3)/3.2 Medio (3) /3.1 3.1/3.2 3.2/2.6 2.5/4.1 3.8/3.2 3.8/3.2 
CHF-2M Medio (2)/3.2 Medio (3) /3.1 3.2/3.1 2.5/3.3 2.7/3.0 3.4/3.9 2.4/2.9 
CHF-3M Fuerte (13) /2.3 Medio Fuerte (7)/2.7 2.4/2.4 3.4/2.5 3.7/2.4 2.5/4.0 3.4/2.4 
CHF-5M Solapa Fuerte (11)/2.5 2.3/2.2 4.0/2.3 4.1/2.4 2.1/2.9 3.9/2.5 
1M-2G Medio Débil (0.5)/4.0 Medio (4) /3.0 4.3 4.7 3.0 2.5 3.3 
1M-3G –– –– 5.4 5.1 5.0 5.1 5.5 
1M-5G –– –– 4.0 4.1 5.5 5.4 4.8 
2M-G2 –– –– 5.0 5.3 4.8 2.7 5.1 
 
 












2.6. ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLÓGICA: UNIÓN A P-SELECTINA. 
La unión del O-disacárido original sintetizado por C. H. Wong, 2.2, de su 
análogo C-disacárido 2.3, primer mimético sintetizado por R. Mootoo, y de los 
derivados con el resto de ácido glicólico en posición 3 de la galactosa de los C-
disacáridos 2.4-2.8, así como de los compuestos monofluorados 2.9 y 2.10 
(analizados en esta tesis) fue estudiada frente a la forma truncada soluble de P-
selectina. Las afinidades fueron evaluadas por el grupo del profesor Mootoo 
mediante estudios de competición en ensayos de resonancia de plasmón de 
superficie (SPR, Biacore) usando como ligando de referencia una forma truncada 
monomérica inmovilizada de la glicoproteína PSGL-1 (P-selectin glycoprotein 
ligand-1) humana, que contiene SLeX. Teniendo en cuenta que la IC50 del SLeX 
aislado es de 15 µM, en estas condiciones, a una concentración de 12 µM se 
obtuvieron valores de inhibición del 48% para el O-glicósido, 2.2 y del 26% para el 
C-glicósido, 2.3. 
 
En cuanto a los nuevos C-glicósidos, para los derivados carboximetilados 
de los análogos acetálicos 2.5 y 2.7 se obtuvo un porcentaje de inhibición, a 
concentraciones de 12 µM, del 25% y 31% respectivamente. 
 
En el caso de los análogos fluorados e hidroxilados el porcentaje de 
inhibición a concentraciones de 12 µM varió entre el 23% y el 48%. 
 
Por tanto, la supuesta introducción de restricción conformacional, criterio 
que se usó para el diseño de los glicomiméticos 2.4-2.10, no mejoró la inhibición. 
No obstante, se ha demostrado que el diseño inicial no es estrictamente correcto, ya 
que los datos de RMN indicaron que no todos estos análogos son 
conformacionalmente tan restringidos como se preveía, sino que presentan una 
















La presente investigación indica que los nuevos análogos sintetizados 2.4-
2.10 presentan unas características conformacionales diferentes entre sí. El 
comportamiento conformacional de estos compuestos depende fuertemente de la 
naturaleza de la sustitución química, así como de la orientación espacial de dicha 
sustitución. 
 
Desgraciadamente, en la mayoría de los casos, la conformación o 
conformaciones propuestas como bioactivas (Fig 2.7) para el compuesto padre no 
existen o son minoritarias, exceptuándole caso de R-GalMan-acetal que presenta 
como mayoritaria la conformación anti Gal/non-exo Man, una de las dos 
propuestas como bioactivas.  
 
 
La hipótesis de partida sostenía que compuestos con una orientación 
espacial relativa diferente entre los anillos de azúcar deberían dar lugar a 
R-GalMan-OH 
Mayoritaria exo Φ Gal/non exo Φ 
R-GalMan-acetal 
85% anti Φ Gal/non exo Φ Man 
S-GalMan-OH 
Mayoritaria non exo Φ Gal/exo Φ Man 
 
S-GalMan-acetal 












diferencias significativas en sus actividades biológicas. De hecho, si se asume que 
el porcentaje de inhibición obtenido está relacionado directamente con la 
interacción mimético-selectina, esta información podría ser utilizada para definir la 
conformación óptima para la unión del esqueleto de disacárido a la lectina. Sin 
embargo, la actividad similar obtenida para de los compuestos 2.4-2.10 (ya 
sustituidos con el grupo carboxilo necesario para la interacción) hace que cualquier 
conclusión de este tipo sea una mera conjetura. Una primera hipótesis que podría 
explicar el hecho de que preferencias conformacionales tan diferentes existentes en 
estos análogos no se correlacionen con significativas diferencias en inhibición 
podría indicar que ninguno de los compuestos está favorablemente preorganizado 
en la conformación óptima para la unión y que, por tanto, todos ellos incurren en 
un coste energético similar a la hora de adaptarse al sitio de unión o bien no se 
adaptan adecuadamente a éste.  
 
 
En cualquier caso, se ha demostrado que los C-glicósidos, incluso cuando 
se sustituyen en el carbono interglicosídico, son compuestos extremadamente 
GalMan-F2 
50% non exo Φ Gal/exo Φ Man 
 
S-GalMan-F 
anti Φ Gal/exo Φ Man 
non exo Φ Gal/exo Φ Man 
R-GalMan-F 















flexibles y que pueden adoptar numerosas orientaciones espaciales. En principio, el 
alto coste entrópico asociado con la selección de una de las conformaciones 
existentes en estado libre puede contrarrestar la ganancia entálpica asociada con el 
establecimiento de contactos estabilizantes entre ligando y receptor. 
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3. El comportamiento conformacional  
    del análogo C-glicosilíco del  





















3.1. INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES. 
Los sulfátidos son esfingolípidos (Figura 3.1) presentes en mamíferos. 
Realmente no son un compuesto único, sino una mezcla de 3-O-sulfo-
galactosilceramidas que contienen residuos de ácidos grasos de diferente 
estructura y longitud de cadena. La estructura del derivado nervonoilo se muestra 
en la Figura 3.1a. Este compuesto es uno de los componentes principales tanto del 
sistema nervioso central, como del periférico, y también está presente en 
subpoblaciones de neuronas y astrocitos, células que no forman mielina. En la 
mielina, los sulfátidos están localizados en la membrana, contienen ácidos grasos 
de cadena larga (C22-C26) y presentan una función estructural, en contra de lo que 
sucede en neuronas y astrocitos, en los que su localización es intracelular. Estos 
últimos están integrados principalmente por ácidos grasos de cadena corta y sus 
funciones no están bien definidas todavía.1 
 
En cualquier caso, las moléculas de tipo sulfátido están involucradas en 
procesos inmunológicos. De hecho, en el contexto de la estimulación de las células 















T mediada por las proteínas CD1, el sulfátido se une a todas las moléculas de CD1 
humana y también a las CD1d de ratón2 (Figura 3.2). El tratamiento de ratones de 
estirpe salvaje con sulfátido previene el desarrollo de encefalomielitis alérgica 
experimental.3 También, aparecen anticuerpos contra el sulfátido en suero de 
algunos pacientes con neuropatías desmielinizantes y con diabetes miellitus 
insulina dependiente provocada por destrucción inmunológica de las células β de 
los islotes pancreáticos.4, 5 
Muy recientemente, los laboratorios de L. Panza y F. Compostella han 
estudiado cómo algunas modificaciones estructurales puntuales en la estructura 
del sulfátido afectan la respuesta de las células T mediada por las proteínas CD1.6, 7 
 
Estudios anteriores habían demostrado que, para producir la respuesta 
inmunológica, se necesitaba tanto el núcleo de piranosa como el resto lipídico.8 Por 
ello, las modificaciones estructurales propuestas por Panza y Compostella se 











centraron en la preparación del análogo C-glicosílico del sulfátido (3.1b). Este 
compuesto debe ser más estable químicamente, al carecer del enlace O-glicosídico. 
En un primer paso, se decidió investigar si la sustitución del oxígeno por el grupo 
metileno afectaba la capacidad de unión a CD1 y, por ende, la respuesta de las 
células T. Paralelamente, y desde un punto de vista químico y estructural, ya en 
colaboración con nuestro Grupo de Investigación, se ha estudiado si esta 
modificación conduce a una conformación diferente del sulfátido, bien en el estado 
libre o, en su caso, en el estado asociado a CD1. 
 
3.2. OBJETIVOS. 
Dado que el papel biológico del sulfátido 3.1a y su análogo 3.1b está 
relacionado con su capacidad de situarse en ambientes lipófilos en la membrana, es 
particularmente importante estudiar su conformación en un medio capaz de 
mimetizar la atmósfera natural del sulfátido; esto es, usando moléculas anfifílicas. 
Entre los medios más comunes capaces de mimetizar membranas biológicas en 
medio acuoso y en condiciones compatibles con la RMN en disolución se 
encuentran distintos detergentes y, entre ellos, el más usado es el sulfato sódico de 
dodecilo (SDS).  
 













Se ha demostrado que el SDS es capaz de solubilizar lipopéptidos o 
glicopéptidos de membrana y formar micelas de varias docenas de moléculas, que 
todavía poseen un tiempo de correlación lo suficientemente corto como para ser 
compatibles con estudios de RMN en disolución. Esto nos impulsó a estudiar el 
comportamiento conformacional del C-sulfátido 3.1b en una disolución de SDS, 
mediante RMN, y comparar los resultados obtenidos con los determinados para el 
propio sulfátido, 3.1a.  
 
3.3. ESTUDIOS DE MECÁNICA MOLECULAR. 
Los cálculos de mecánica molecular se llevaron a cabo usando MM3*9 
como campo de fuerzas. Los mapas de energía de 3.1a y 3.1b se calcularon en 
función de las torsiones glicosídica y aglicónica (H1-C1-X-C7 y C1-X-C7-C8), y las 
distribuciones de probabilidad se construyeron a partir de los mapas relajados de 
acuerdo con una función de Boltzmann a 298 K (Figura 3.4).  
 
Según estos cálculos, el compuesto natural, 3.1a, presenta tres 
conformaciones de baja energía, todas ellas pertenecientes a la región 
exoanomérica. El confórmero A está localizado en la región conformacional 
exo/anti, el confórmero B muestra una geometría exo/syn+, mientras que el 
confómero C aparece en la región exo/syn-.  
 
En cambio, en el caso del análogo C-glicosílico, 3.1b, los cálculos de MM 
predicen una distribución significativamente diferente. Vuelven a aparecer tres 
conformaciones de baja energía, aunque ahora no solamente aparecen 
conformaciones de tipo syn exo-anomérica. De hecho, el mínimo global está 
localizado en la región anti/syn (D). Los mínimos exo están localizados en las 













3.4. ESTUDIOS DE DINÁMICA MOLECULAR. 
Las geometrías obtenidas de los cálculos de MM fueron utilizadas como 
estructuras de partida para simulaciones de dinámica molecular (DM). Estas 
simulaciones se realizaron durante un tiempo de 5 ns, utilizando el mismo campo 
de fuerzas. El comportamiento de las torsiones Φ y Ψ fue seguido durante la 
simulación y los mínimos encontrados en los cálculos de MM descritos 
anteriormente resultaron estables conformacionalmente. 
 
De hecho, para 3.1a, los resultados de la DM están en buena concordancia 
con los obtenidos mediante MM, independientemente de la estructura de partida. 
Las simulaciones predicen que la torsión glicosídica permanece fundamentalmente 





Figura 3.4. Mapas de energía adiabática (izq.) y de poblaciones (dcha.) obtenidos para los 













en la conformación exo-syn-Φ, mientras que, para la torsión aglicónica, los tres 
rotámeros están presentes. En el caso de 3.1b, cuando se utiliza como estructura de 
partida la geometría exo/syn-Φ, la simulación permanece la mayor parte del 
tiempo en esta conformación, con fluctuaciones minoritarias hacia la geometría 
exo/anti. Cuando se parte del mínimo global, anti/syn, la geometría no varía 
durante el tiempo de simulación. 
 
 
3.5. CONFIRMACIÓN DE LAS DISTRIBUCIONES CONFORMACIONALES 
MEDIANTE RMN.  
La validez de los resultados teóricos se verificó mediante espectroscopía de 
RMN, para asignar la distribución conformacional final de 3.1a y 3.1b. Los 
desplazamientos químicos de 1H RMN, obtenidos a 500 MHz en micelas de SDS 
deuterado, usando una relación molar glicolípido:SDS de 1:120 a 298 K, se 
muestran en la Tabla 3.1 siguiendo el esquema de numeración indicado. La 
asignación de las señales de resonancia se realizó mediante una combinación de 
experimentos COSY, TOCSY, NOESY y HSQC. 
 
Los valores de las constantes de acoplamiento vecinales J para los protones 
del anillo indicaron que los anillos de piranosa adoptan la geometría usual de silla 
Figura 3.5. Representación φ vsψ de los datos de dinámica molecular (DM) obtenidos para los 















4C1, independientemente de la naturaleza del enlace O-glicosídico o C-glicosílico. 
Los valores intermedios observados para los hidrógenos de los hidroximetilos en 
C-6 están de acuerdo con los valores descritos para un equilibrio entre confórmeros 
























Compuesto 3.1a Compuesto 3.1b 
 δ(ppm)  J(Hz)  δ(ppm)  J(Hz) 
Gal H1 4.46 J1,2 8.0 Gal H1 3.31 J1,2 9.3 
Gal H2 3.64 J2,3 10.1 Gal H2 3.53 J2,3 9.3 
Gal H3 4.31 J3,4 4.3 Gal H3 4.27 J3,4 3.5 
Gal H4  4.23 J4,5 <1 Gal H4  4.24 J4,5 <1 
Gal H5 3.67 J5,6a 6.5 Gal H5 3.62 J5,6a 5.4 
Gal 
H6a 
3.78 J5,6b 7.6 
Gal 
H6a 
3.69 J5,6b 8.0 
Gal 
H6b 
3.78 J7,8 8.5, 2.0 
Gal 
H6b 
3.72 J7,8 8.5, 2.0 
CH2a  - J8,9 9.0 CH2a  1.50 J8,9 8.5 
CH2b - J9,10 9.0 CH2b 1.78 J9,10 8.5 
H7a 4.01 J10,11 15.0 H7a 1.60 J10,11 15.2 
H7b 3.87 J11,12 6.8, 7.5 H7b 1.88 J11,12 6.4, 7.4 
H8 3.92 J1,CH2a - H8 3.66 J1,CH2a 2.1 
H9 4.00 J1,CH2b - H9 3.84 J1,CH2b 9.1 
H10 5.34 J7A,CH2a - H10 5.34 J7A,CH2a No medida 
H11 5.70 J7A,CH2b - H11 5.64 J7A,CH2b No medida 
  J7B,CH2a -   J7B,CH2a No medida 
  J7B,CH2b -   J7B,CH2b No medida 
 
Tabla 3.1. Desplazamientos químicos de 1H (δ, ppm) y constantes de acoplamiento relevantes (Hz) 















3.5.1 Análisis de las constantes de acoplamiento vecinales. 
En el caso de 3.1a, no existen constantes de acoplamiento alrededor de la 
torsión glicosídica Φ, lo que obliga a que la distribución conformacional se tenga 
que obtener exclusivamente a partir de los datos de NOE,11 asistidos por los datos 
de MM y DM.12 Por el contrario, para 3.1b, existen dos constantes J 
interglicosídicas para Gal H1 (9.1, 2.1 Hz), que pueden ser medidas. La existencia 
de una constante con un valor alto y otra con uno pequeño13 está de acuerdo con 
una presencia mayoritaria de la conformación syn-Φ exoanomérica,14 ya que otras 
conformaciones darían lugar a valores de J marcadamente diferentes. Estos valores 
de constantes de acoplamiento permiten descartar, como mayoritario, el mínimo 
global anti predicho por los cálculos basados en MM3*. Esto indica que estos 
cálculos sólo proporcionan una descripción cualitativa de la distribución real de 
poblaciones, al menos para el compuesto 3.1b. 
 
En lo referente al ángulo Ψ, de nuevo, en 3.1a no existen constantes de 
acoplamiento homonucleares. En cambio,  para 3.1b, existen, en principio, cuatro 
constantes de acoplamiento: JCH2a,7a, JCH2a,7b, JCH2b,7a y JCH2b,7b. Desgraciadamente, 
ninguna de ellas pudo ser medida con la precisión necesaria, con lo que el 
protocolo para obtener la distribución tuvo que ser el mismo usado para 3.1a.  
 
Existen otros tres grados de libertad torsional que conectan el lípido con el 
anillo de galactosa/pseudogalactosa. Estos son los enlaces C7-C8, C8-C9 y C9-C10. 
Tanto para 3.1a como para 3.1b, los valores de constante de acoplamiento pudieron 
ser medidos, resultando ser muy similares (ver Tabla 3.1). Este hecho indica que la 
distribución conformacional alrededor de estos enlaces es similar para ambos 
compuestos y que, por tanto, la presencia del enlace C-glicosídico no varía de 
forma sustancial el comportamiento del sulfátido en la región lipídica. Las 











mayoritaria de tipo anti entre ambos pares de protones alrededor de esta zona. 
Para las constantes J8,7a y J8,7b se encontraron valores de 2.1 y 9.1 Hz, también 
indicando la presencia de una geometría muy mayoritaria alrededor de este enlace. 
 
3.5.2 Análisis de los NOEs. 
La información obtenida a partir de las constantes de acoplamiento fue 
complementada por la conseguida mediante la realización de experimentos 
NOESY, para deducir finalmente la distribución conformacional de 3.1a y 3.1b. Las 
intensidades de los NOEs observados fueron transformadas en distancias, y 
comparadas con las estimadas por MM y DM (Tablas 2 y 3). 
 
Los NOEs clave que aportan información sobre los valores promedio de Φ 
y Ψ son aquellos entre Gal H1 y los protones próximos de la región lipídica. En 
todos los casos los picos de cruce NOE medidos fueron negativos; es decir, del 
mismo signo que los picos diagonales. En el caso de 3.1a, estos NOEs se 
transformaron en distancias, que se compararon con las obtenidas mediante 
análisis de las estructuras predichas por MM3* (Tabla 3.2). De esta comparación se 
deduce que ningún confórmero único es capaz de explicar los NOEs observados. 
De hecho, de acuerdo con los datos de NOE, el compuesto natural, 3.1a, muestra 
un equilibrio conformacional caracterizado por aproximadamente un 40% del 
confórmero exo/anti, un 10% del confórmero exo/syn- y un 50% del confórmero 
exo/syn+. Una vista de estos confórmeros se muestra en la Figura 3.6. En cualquier 
caso, las cadenas lipídicas pueden adoptar varias orientaciones en el medio, tal y 
















Tabla 3.2. Distancias experimentales inter-protónicas obtenidas a partir del análisis de NOEs para el 
protón anomérico H1 Gal y su comparación con los datos teóricos obtenidos mediante MM y DM. 
  
Para el compuesto 3.1b, de nuevo, los resultados de los cálculos se 
compararon con los datos experimentales, para concluir que este compuesto 
muestra un equilibrio entre los confórmeros exo/anti y exo/syn-. Sin embargo, 
resultó imposible ajustar cuantitativamente todas las intensidades de los picos de 
cruce pertenecientes a las diferentes partes de la molécula utilizando el mismo 
tiempo de correlación global. Este hecho indica que existen diferentes tiempos de 
correlación efectivos (τc) en las distintas regiones de la molécula. Solamente usando 
distintos τc fue posible ajustar cuantitativamente las intensidades de los picos de 
cruce del carbohidrato, de los de la región interfaz carbohidrato-lípido, y de los del 
 Distancia exp 
(Å) 
Conf. A 
 Φ 50 / ψ 180 
(Å) 
Conf. B  
Φ 60 / ψ  -60 
(Å) 
Conf. C  




40 / 10 / 50 
(Å) 
H1/H7a 2.8 2.4 3.0 3.2 2.7 
H1/H8 3.2 4.2 2.2 4.6 3.2 
H1/H7b 2.6 2.9 3.7 2.3 2.5 
Figura 3.6. Confórmeros presentes en disolución para el compuesto 3.1a.  (A) exo-φ/anti-ψ. (B) exo-φ/syn-
ψ(−). (C) exo-φ/syn-ψ(+). Se muestra un modelo simplificado de las colas lipídicas.  











lípido. Este hecho indica inequívocamente  que esta molécula presenta una gran 
flexibilidad interna. De hecho, cuando los NOEs intraresiduales del anillo del 
azúcar se ajustaron utilizando un tiempo de correlación de 1500 ps, los NOEs 
carbohidrato-lípido y lípido-lípido estaban sobreestimados  (Tabla 3.3). Por el 
contrario, solamente cuando el tiempo de correlación se bajó a 800 ps, 
mimetizando la existencia de movimientos más rápidos en esta zona, fue posible 
ajustar los NOEs los datos experimentales con los NOEs simulados para la región 
carbohidrato-lípido asumiendo un equilibrio conformacional en el que las 
geometrías exo/anti y exo/syn- están igualmente presentes en aproximadamente un 
50%. 
 
Tabla 3.3. Ajuste de los NOEs observados para distintos pares de protones de 3.1b a los valores 
experimentales para las diferentes regiones de la molécula. 
 τc 1500 ps Exp 
 Φ 70   
Ψ -55 
Φ 60   
Ψ -175 
Gal H1/ Gal H3+H4 11 + 2 % 10 % + 2 % 13 % 
Gal H1/ Gal H2 4 % 4 % 3 % 
τc 800 ps 
Gal H1/CH2b 2 % 2 % 2 % 
Gal H1/CH2a 4 % 4 % 4 % 
Gal H1/H7a 1 % 2 % 2 % 
Gal H1/H7b 1 % 4 % 4 % 
Gal H1/CHNH 6 % 0 % 3 % 
Figura 3.7. Conformeros presentes en disolución para compuesto 3.1b.  (A) exo-φ/anti-ψ. (B) 














En ambos casos, tanto para 3.1a como para 3.1b, las constantes de 
acoplamiento para los pares de protones H7/H8, H8/H9 y H9/H10, así como los 
NOEs observados para el fragmento C7-C11 concuerdan para una orientación 
mayoritaria tipo anti, anti para los enlaces O(CH2)-C7-C8-C9 y C7-C8-C9-C10 y con 
un valor alrededor de -140° para la torsión C8-C9-C10-C11. 
 
3.6. CONCLUSIONES.  
Los resultados biológicos en el ensayo de presentación de células T 
muestran que el C-sulfátido 3.1b es menos estimulante que el sulfátido natural 
3.1a, a pesar de que el comportamiento conformacional del sulfátido y su C-glicosil 
análogo es muy similar en lo que refiere a las conformaciones presentes en el 
equilibrio. A pesar de esta similitud geométrica, el análisis de cuantitativo de la 
intensidad de los NOEs a diferentes tiempos de mezcla indica que los movimientos 
moleculares alrededor del enlace pseudoglicosídico del compuesto C-glicosílico 
3.1b son más rápidos que en el caso de 3.1a, hecho que podría estar relacionado 
con la disminución de la actividad estimulante observada para el compuesto 3.1b. 
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4. El polisacárido capsular (C-PSC) 
    de Men A: Hacia una vacuna frente  
    a la meningitis, usando análogos  



























4.1. INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES. 
La meningitis es una grave inflamación de las meninges causada por 
infección bacteriana o vírica que puede tener fuerte impacto en la salud pública y 
generar alarma social. En particular, aunque puede ser causada por varios tipos de 
bacterias, más del 80% de las infecciones mundiales están causadas por tres 
patógenos: Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae 
tipo b (Hib).1  
 
N. meningitidis es un diplococo gram negativo, estrechamente relacionado 
con el gonococo, que habita exclusivamente en el tracto nasofaríngeo humano y 
que está presente en un 10% de la población adulta. La bacteria penetra en el 
torrente sanguíneo, donde se multiplica hasta alcanzar una densidad suficiente 
como para atravesar la barrera hematoencefálica y así, causar la meningitis. Este 
tipo de infección invasiva afecta principalmente a infantes, niños y adolescentes, 
que no poseen anticuerpos específicos. Después de la infección, estos sujetos 
pueden desarrollar la enfermedad en pocas horas y de ellos, entre el 5 y el 15% 
muere, mientras que el 25% desarrolla daños permanentes como epilepsia, retraso 
mental o sordera.2  
 
El meningococo posee dos membranas, una externa y otra interna 
(citoplasmática), separadas por una pared celular de peptidoglicano (Figura 4.1). 
La membrana externa está rodeada de una cápsula polisacarídica que es esencial 
para la patogenia, ya que le confiere resistencia frente a la fagocitosis3,4 y la lisis y le 
ofrece protección frente al entorno ambiental. La membrana exterior contiene 
numerosas proteínas capaces de interaccionar y adherirse a las células huésped. 
También pueden actuar como proteínas transportadoras, controlando el ambiente 
intracelular. Estas proteínas, junto con el polisacárido capsular, conforman la 















Figura 4.1. Izq. N. meningitidis, diplococo gram negativo. Dcha. Representación de la membrana 
celular de bacterias gram negativas. 
 
Desde el punto de vista de la composición del polisacárido capsular, se 
definen 13 serogrupos capsulares para N. meningitidis, aunque el 90% de las 
infecciones están causadas por los serotipos A, B, C, Y y W135. Todos estos 
serotipos pueden causar una epidemia, pero su incidencia relativa depende 
estrictamente de la zona geográfica. Así, el serogrupo A (MenA) es el responsable 
de las epidemias en la zona subsahariana, desde Gambia al este de Etiopía (el 
denominado cinturón de la meningitis). Aquí, la incidencia anual de la enfermedad 
abarca desde 100 a 800 casos por cada 100000 habitantes.5-7 
 
Los datos actuales demuestran que la resistencia a este tipo de infección 
está mediada por la producción de anticuerpos específicos frente a los 
polisacáridos capsulares bacterianos (PSCs), lo que sugiere que una vacuna 
compuesta por PSCs purificados podría ser un a protección efectiva frente a esta 
enfermedad. Aunque vacunas de este tipo ya están disponibles para adultos,2 
tienen un uso clínico limitado, pues son inmunógenos independientes de células T. 
Es decir, sólo inducen respuestas de duración corta en adultos y son muy poco 
inmunogénicas en infantes y niños pequeños. Particularmente las vacunas del 
serogrupo A sólo son eficaces durante el primer año, y no generan una memoria 













La respuesta inmune frente los PSCs puede mejorarse mediante la 
conjugación química del polisacárido capsular a proteínas portadoras,10,11 lo que 
provoca un reclutamiento de células T.12 De esta forma, existe un incremento de la 
respuesta de los anticuerpos y se establece la memoria inmunológica.5,13,14 De 
hecho, las vacunas de este tipo han demostrado ser seguras y efectivas para el 
serogrupo C,15 mientras que el desarrollo para otros serogrupos está en marcha.2,16   
 
Sin embargo, en el caso de MenA, nos encontramos frente un serio 
inconveniente. La estructura del PSC de MenA consiste en una repetición de 
residuos de 2-acetamido-2-deoxi-α-D-manopiranosil 1-fosfato (αManNAc-1-P) 
unidos mediante enlaces glicosídicos de tipo 16.17,18 Esta estructura puede ser 
rápidamente hidrolizada en presencia de ácidos o de glicosidasas, debido a la 
labilidad química derivada de la inherente inestabilidad de los grupos fosfodiéster 
anoméricos que unen dos unidades de αManNAc-1-P consecutivas. Esta baja 
estabilidad dificulta la preparación de una vacuna glicoconjugada mediante 




















Teniendo en cuenta que los 1-C-fosfonatos de azúcares han sido utilizados 
como análogos isostéricos, no hidrolizables, de glicosil-1-O-fosfatos para inhibir 
algunas enzimas,19-22 el grupo del profesor Luigi Lay (Dipartimento di Chimica 
Organica e Industriale e Centro Interdisciplinare Studi Bio-molecolari e 
Applicazioni Industriali (CISI) UniversitB degli Studi di Milano) ha diseñado y 
sintetizado una serie de fosfono-análogos del PSC de MenA con el fin de aumentar 
su estabilidad.  
 
De todos ellos, el comportamiento conformacional del trímero 
representado en la Figura 4.3, así como su interacción con el anticuerpo 
correspondiente, han sido estudiados en esta memoria, mediante metodología de 
RMN y cálculos de mecánica molecular. 
 
 
Figura 4.3. Estructura del trisacárido mimético del PSC de MenA. 
 
4.3. MODELIZACIÓN MOLECULAR. 
4.3.1. Cálculos de Mecánica Molecular. 
Para la realización de estos cálculos se utilizó la estructura modelo 












torsiones glicosídica y aglicónica se construyeron utilizando AMBER* como campo 
de fuerzas. Los ángulos diedros fueron definidos como Φ (H1-C1-CH2-P) y Ψ (C1-
CH2-P-OMe). El mapa de probabilidad fue calculado a partir de los valores de la 
energía de acuerdo a una función de Boltzmann a 300 K (Figura 4.4).  
 
Los cálculos de MM predicen dos geometrías de baja energía alrededor de 
la torsión Φ, la conformación exo y la conformación non-exo. Sin embargo, las 
posibilidades conformacionales de la torsión aglicónica Ψ son muy amplias, ya que 




Figura 4.4. Mapas de energía relajada (izq.) y probabilidad (dcha.) obtenidos para la estructura 
modelo 3. 
 
4.3.2 Cálculos de Dinámica Molecular. 
En este caso, la molécula completa 4.2 se utilizó como estructura de 













para Φ y Ψ durante este tiempo se muestran en la Figura 4.5. En esta, se puede 
observar la concordancia entre los datos de mecánica y dinámica molecular. 
 
La flexibilidad observada en el mapa de energía potencial para la torsión 
aglicónica Ψ es confirmada por la simulación de dinámica molecular realizada con 
el campo de fuerzas AMBER, así como las preferencias exo y non-exo de la torsión 
glicosídica Φ. 
 
Se monitorizó el comportamiento del grado de libertad correspondiente a 
la torsión ω, definida por el ángulo H5-C5-C6-O6. En este caso, los datos obtenidos 
en la simulación indican un equilibrio entre los confórmeros gg y gt para esta 
torsión, como es de esperar para un anillo de manosa.23 
 
Por otro lado se monitorizó la independencia de las torsiones glicosídicas 
Φ2 y Φ3 observándose que es posible la presencia de los cuatro minímos alternados. 
 
Además existe también otro grado de libertad adicional caracterizado por 
la torsión definida por los átomos P-O-C6-C5. La monitorización de esta torsión 
nos indica que se mantiene prácticamente fija en 180° durante el tiempo de 















Figura 4.5. Pag. anterior: Representación Φ vs Ψ de los datos obtenidos de DM para el trisacárido 
4.2 (izq.) y monitorización de la torsión ω. En esta pág. Representación Φ2 vs Φ3 y monitorización del 




Figura 4.6. De izq. a dcha. y de arriba abajo conformaciones exo/exo, exo/non-exo, non-exo/exo y non-
exo/non-exo obtenidas para el trisacárido 4.2 obtenidas mediante cálculos de MM y MD. 
 
4.4. ANÁLISIS CONFORMACIONAL POR RMN. 
La validez de los resultados teóricos fue contrastada experimentalmente 
mediante espectroscopía de RMN para obtener la distribución conformacional del 







































compuesto 2. Los desplazamientos químicos en D2O a 298 K aparecen en la Tabla 1. 
La asignación de las resonancias se realizó mediante la combinación de 
experimentos COSY, TOCSY, NOESY y HSQC como en los capítulos anteriores. 
 
Sin embargo debido al alto grado de solapamiento entre las señales, 
además de los experimentos 2D, se realizaron experimentos selectivos 
monodimensionales, invirtiendo selectivamente señales de resonancia escogidas, 
mediante experimentos 1D-TOCSY y 1D-NOESY. El análisis de los espectros 
permitió medir la constante de acoplamiento escalar de los protones 
pseudoanoméricos. En ambos casos, la multiplicidad de la señal es un doble 
cuartete, lo que indica la presencia de cuatro constantes de acoplamiento escalar, 










H1 4.74 4.13 4.14 
H2 4.45 4.38 4.31 
H3 3.76 3.96 3.96 
H4 3.55 3.64 3.53 
H5 3.44 3.61 3.57 
H6a 4.02 4.07 3.79 
H6b 4.11 4.10 3.72 
CH2P - 2.10 2.07 
-OCH2- 3.77, 3.92 - - 
-CH2- 1.91 - - 
-CH2-NH2 3.07 - - 
 
Tabla 1. Desplazamientos químicos de los diferentes protones de la molécula 4.2. 
 
Respecto a la conformación en disolución, la presencia de J similares para 
el acoplamiento de H1 con los protones CH2P indica la presencia de un equilibrio 
ca. 1:1 entre las geometrías exo y non-exo.24-26 Esta observación está en 






















Figura 7. Multiplicidad de la señal de los protones pseudoanoméricos y sus valores de constante de 
acoplamiento. 
 
También es posible medir las constante de acoplamiento H5/H6ab y 
H6ab/P. En el primer caso, estas son 4.8 Hz y 2.5 Hz, de acuerdo con el equilibrio 
habitual entre rotámeros gg y gt en anillos de manosa. En el caso de los protones 
H6ab, los acoplamientos con el P son de 7.1 Hz y 6.6 Hz, también muy similares 
entre sí. 
 
El estudio de los espectros 2D y 1D-NOESY indica que no hay ningún 
contacto NOE entre los anillos del azúcar, excepto unos picos de cruce muy débiles 
para los pares de protones H2-H4 y H2-H4 del 2º y 3er residuo. Estos picos de 
crucen son exclusivos de una geometría, que es un mínimo local (Φ 46/Ψ 80/ω -56) 
que, por tanto, debe estar presente en el equilibrio conformacional (Figura 4.8). Sin 
embargo, dada la baja intensidad de los picos de cruce, su presencia no debe ser 
mayoritaria.  
 
Por tanto, el pseudotrisacárido parece una molécula enormemente flexible, 
capaz de asumir una gran variedad de conformaciones en disolución acuosa. La 
superposición de algunas de estas conformaciones se muestra en la Figura 4.8. Es 

















evidente que la selección conformacional de alguna de estas conformaciones por 
























4.5. LA INTERACCIÓN DE C-PSC DE MenA CON SUERO HUMANO 
POLICLONAL ANTI-MenA. INTENTOS DE DETECCIÓN MEDIANTE 
RMN. 
Los estudios realizados en el laboratorio del Prof. Lay han indicado que el 
pseudotrisacárido muestra cierta actividad. De hecho, un ensayo competitivo de 
tipo ELISA permitió deducir que el suero humano policlonal anti-MenA es capaz 
de reconocer el carbohidrato, obteniéndose un valor de EC50 de 2.6·10-3 mg mL-1. 
 
Estos datos nos animaron a estudiar el comportamiento conformacional 
del compuesto en el complejo y a intentar demostrar la existencia de interacción, 
por un método alternativo, RMN, mediante experimentos de STD y NOE 
transferido, que han sido comentados en la introducción. 
 
Los experimentos de NOE transferido se realizaron a distintas 
temperaturas y tiempos de mezcla. El resultado fue la ausencia total de picos de 
cruce NOE a temperaturas bajas, excepto cuando el experimento se realizó a 37° C 
(la temperatura más alta ensayada). Utilizando un tiempo de mezcla de 200 ms, 
pudo observarse la presencia de picos de cruce NOE negativos, pero muy débiles, 
junto con otros positivos para el pseudotrisacárido. Aunque la presencia de los 
picos de cruce negativos, tal y como se indicó en la introducción, parece indicar la 
presencia de un proceso de asociación intermolecular, su muy baja intensidad 
unida a la presencia simultánea de picos positivos, no permite obtener 














Figura 4.9. Espectro NOESY a 500 MHz del trisacárido 4.2 libre. 
 
Finalmente, hay que mencionar que los experimentos STD, muy útiles en 
numerosas ocasiones para demostrar la existencia de interacciones ligando-
receptor, fracasaron en este caso. El STD se basa en la transferencia de saturación 
desde los protones de la proteína a los protones del ligando, y por tanto está ligado 
a la existencia de proximidad espacial entre los protones de ambas entidades. 
Asimismo, la cinética del proceso de asociación-disociación es fundamental. La koff 
debe ser rápida en la escala de tiempos de la relajación, para que el crecimiento del 
STD pueda transmitirse eficazmente del estado asociado al libre. La carencia de 
STDs en este sistema puede deberse a ambos factores. De hecho, la presencia de 
grupos fosfato en el pseudotrisacárido implica que, muy probablemente, existe una 
interacción electrostática entre los grupos fosfato del glicomimético y cadenas 
laterales del anticuerpo cargadas positivamente, probablemente, de arginina. En 
estas condiciones, y teniendo en cuenta este tipo de interacción, los protones del 
carbohidrato y del polipéptido estarán necesariamente alejados, minimizando la 














Figura 4.10. Representación esquemática de la interacción electrostática entre la cadena lateral de 
una Arg y un grupo fosfato del trisacárido 4.2. Los restos de cada molécula (mostrados como esferas) 
quedan alejados espacialmente. 
 
Asimismo, las interacciones electrostáticas normalmente están asociadas a 
cinéticas de disociación lentas, hecho que también es contraproducente para la 
existencia de STD. De hecho, la presencia de efectos TR-NOESY muy débiles en 
este sistema, también puede estar relacionado con la existencia de cinéticas poco 
adecuadas para transferencias de NOE eficaces. El éxito del TR-NOESY también 
depende fuertemente de que la cinética de disociación sea rápida en la escala de 
tiempos de la relajación.28, 29 
 
4.6. COCLUSIONES. 
La molécula C-PSC 4.2, es una molécula altamente flexible en disolución y 
presenta un equilibrio conformacional entre las geometrías exo y non-exo para 
torsión glicosídica, mientras que no presenta una preferencia conformacional para 
la torsión aglicónica. 
 
Los estudios realizados mediante RMN (TR-NOE y STD) no han permitido 
obtener conclusiones sobre una posible selección conformacional del trisacárido 4.2 
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5. El reconocimiento molecular de 
    cadenas N-glicánicas de glicoproteínas 
    de mamífero por dominios de heveína. 
    Un estudio modelo utilizando 



















5.1. INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES. 
Muchas plantas responden a ataques patogénicos produciendo proteínas 
de defensa. Algunas de estas son lectinas, y muchas de ellas se unen de forma 
reversible a quitina, un componente estructural esencial de las paredes celulares de 
hongos y de los exoesqueletos de invertebrados.1-6 Estas lectinas reciben el nombre 
de dominios de heveína, proteína de 43 aminoácidos aislada de la goma del látex 
de la Hevea brasilensis.6, 7  
 
Estos dominios son modelos muy útiles para obtener información clave en 
los eventos estructurales que median las interacciones proteína-carbohidrato. Están 
formados por un número de aminoácidos que oscila entre 30 y 43, y caracterizados 
por la presencia, en posiciones conservadas, de 6 u 8 cisteínas que forman 3 ó 4 
puentes disulfuro, que dan estabilidad y definen el plegamiento de los péptidos 
correspondientes. 
   
 
Figura 5.1. Secuencia de la heveína donde se indica el  patrón de puentes disulfuro. 
 
La presencia de la heveína en el látex y en productos obtenidos a partir de 
éste ha permitido identificarla como uno de los principales alergenos causante del 
síndrome de alergia al látex.7 Es más, proteínas que contienen dominios con alta 
homología de secuencia a la heveína han sido también identificadas como 
potenciales alergenos presentes en ciertas frutas (aguacate, banana, castaña), en las 
que se ha observado el desarrollo de procesos alérgicos con reactividad cruzada al 
látex. Este fenómeno ha sido denominado síndrome de alergia látex-fruta.8,9 
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Estudios de cristalografía de rayos-X, espectroscopía de RMN, y 
calorimetría han proporcionado datos estructurales, tanto para heveína libre como 
unida a sus ligandos, así como datos termodinámicos de estos complejos.1,10-16 Los 
residuos aromáticos situados en las posiciones relativas Trp 21, Trp 23 y Tyr 30 en 
la heveína estabilizan los complejos mediante interacciones de apilamiento CH-π y 
contactos de van der Waals. Los grupos hidroxilos de los residuos conservados de 
Ser y Tyr (19 y 30 en heveína) participan en la formación de enlaces de hidrógeno 
con el grupo carbonilo del resto acetamido y con el hidroxilo en posición 3 de un 
residuo clave de GlcNAc, respectivamente (Figura 5.2). 
 
 
Figura 5.2. Estructura del complejo formado por quitobiosa y heveína donde se resaltan los 
aminoácidos del sitio de unión. A la derecha vista ampliada del sitio de unión. 
 
Por otro lado, la lectina de Urtica dioica (UDA)17 (Figura 5.3), un dímero 
covalente de heveína extraído de los rizomas de la ortiga, se comporta como 
superantígeno para las células T,18 induciendo la proliferación exclusiva de 
linfocitos Vbeta8.3. La UDA es única entre los superantígenos conocidos para 
células T porque puede ser presentada por moléculas del complejo mayor de 
















parece que la interacción que da lugar a la respuesta biológica tiene lugar a través 
de la cadena N-glicánicas de las glicoproteínas de mamíferos.  
 
 
Figura 5.3. Estructura tridimensional de la lectina de Urtica dioica (UDA) (PDB: 1EHD). 
 
Los restos de N-glicanos en glicoproteínas tienen una estructura común en 
la zona de unión a la cadena peptídico, conteniendo una subestructura de 
quitobiosa, que es el elemento mínimo reconocido eficazmente por la heveína.  
 
 
Figura 5.4. Estructura general de un resto de  N-glicano. En glicoproteínas de mamífero, la manosa 
terminal muestra sustituciones adicionales 
 
5.2. OBJETIVOS. 
Teniendo en cuenta los mencionados antecedentes, en este apartado nos 













contenido en glicopéptidos de mamíferos e iniciar el estudio, a escala estructural, 
de la interacción entre la heveína y las cadenas N-glicánicas existentes en 
glicoproteínas.  
 
En particular, en este capítulo hemos estudiado cómo la presencia de un 
residuo de manosa en el extremo no reductor de quitobiosa afecta a su 
reconocimiento por heveína, y como afecta igualmente la presencia de un resto 
peptídico de Asn unido covalentemente al extremo reductor. 
 
Para ello, la molécula sintética 5.2, que denominaremos AsnCore, ha sido 
diseñada y sintetizada por el Prof. C. Unverzagt en Bayreuth (Alemania). 
 
Figura 5.5. Estructura del compuesto sintético 5.2. 
 
5.3. LIGANDO LIBRE. 
5.3.1 Modelización molecular: Cálculos de  DM. 
En los cálculos de dinámica molecular se utilizó MM3* como campo de 
fuerzas, implementado en el programa MAESTRO. Se realizó una simulación de 
dinámica molecular (DM) de 6 ns, utilizando el modelo de disolvente GB/SA 
(generalized Born solvent-accesible surface area). 
   
Las torsiones glicosídicas se definieron como Φ (H1-C1-O-C4) y Ψ (C1-O-
C4-H4) para los enlaces ManGlcNAc y GlcNAcGlcNAc, y Φ (H1-C1-N-Cγ) y Ψ 













Los resultados de la simulación indican que, tanto la unión Man-GlcNAc 
como la GlcNAc-GlcNAc, presentan una conformación syn-exoanomérica, con 
unos valores de Φ y Ψ aproximadamente de 60° y 0°, respectivamente. 
 
En el caso del enlace GlcNAc-Asn el valor de la torsión Φ no presenta un 
mínimo definido, sino que fluctúa entre 60° y -60°, mientras que la torsión Ψ 
permanece fija en la región de 180° (Figura 5.6). 
 
 
Figura 5.6. Representaciones Φ vs Ψ para los diferentes enlaces glicosídicos de la molécula. De 
izquierda a derecha Man-GlcNAc, GlcNAc-GlcNAc, GlcNAc-Asn. 
 
5.3.2. Estudio conformacional mediante RMN. 
Los resultados de la simulación se compararon con los datos obtenidos 
mediante RMN para elucidar la estructura de la molécula en disolución de modo 
fidedigno. Para ello se asignaron las resonancias de cada uno de los protones de la 
molécula utilizando espectros 1D, COSY, TOCSY, y 1D y 2D ROESY/NOESY. 
 GlcNAc 1 GlcNAc 2 Man ASN  
H1 4.97 (9.7) 4.55 (7.8) 4.75 H 4.58 (5.6, 7.4) 
H2 3.78 (10.0) 3.70 4.00 (3.4) H 2.72 (5.5, 16) 
H3 3.68 (9.3) 3.70 3.58 (3.4, 9.2) H 2.65 (7.5, 16) 
H4 3.58 (≈10.0) 3.70 3.50 (9.5) N-Me 2.66 
H5 3.50 (1.8, 4.5, 8.0) 3.54 3.35 (9.6, 2.2, 5.6) NH-Me 7.83 
H6a 3.75 (≈12.0, 1.8) 3.83 3.85 (2.4, 12.6) NH-Ac 8.24 
H6b   3.65 (6.5, 12.6)   
Tabla 5.1.. Desplazamientos químicos (δ, ppm, J, Hz) de los protones del glicopéptido. 













































El análisis de las constantes de acoplamiento escalar de los protones de los 
anillos indicó que todos adoptan la geometría de silla 4C1. Los valores intermedios 
de J5,6 observados para los grupos hidroximetilo  están de acuerdo con la presencia 
equilibrios conformacionales entre los confórmeros gg:gt para los anillos de Glc y 
los anillos de Man.  
 
En un segundo paso, se realizaron experimentos ROESY y NOESY para 
obtener la información tridimensional correspondiente. En este caso, los picos NOE 
interresiduo son los que nos permiten obtener información conformacional. En los 
espectros NOESY, los únicos contactos interresiduo observados fueron aquellos 
correspondientes a los picos de cruce entre el H1 de un anillo y el H4 del contiguo. 
Estos picos son exclusivos de la conformación syn-exoanomérica, lo que permitió 
confirmar que esta es la geometría adoptada por los enlaces glicosídicos del 
glicopéptido. 
 
5.4. LA INTERACCIÓN CON HEVEÍNA. 
La interacción entre el AsnCore y la heveína se ha estudiado por RMN 
siguiendo metodología desarrollada en nuestro Grupo de Investigación.1,20-23 Dicha 
interacción se siguió mediante una valoración, que consistió en registrar distintos 
espectros de 1D-1H RMN de una serie de muestras con concentración variable de 
ligando, en las que la concentración de proteína se mantuvo constante. 
 
Los cambios observados en los espectros permitieron concluir que, de 
hecho, existe una interacción medible entre la heveína y este ligando. El 
ensanchamiento moderado de las líneas de las señales de la heveína y la variación 
continua de sus desplazamientos químicos al añadir cantidades crecientes de 
ligando indican que la interacción está entre rápida e intermedia en la escala de 
tiempos de los desplazamientos químicos. Este hecho permitió utilizar las 













del equilibrio. El cambio en los desplazamientos químicos de protones de la 
proteína es proporcional a la fracción molar de complejo formado en disolución. Es 
decir, estas variaciones se pueden utilizar para determinar la constante de 
asociación del equilibrio entre las especies libres y el complejo. Varios protones 
amídicos de la proteína varían significativamente su desplazamiento químico tras 
la adición del ligando. En este caso, la señal del NH de Trp21 fue monitorizada 
como función de la concentración de ligando añadido para determinar los valores 
de la constante de asociación (Figura 5.7).  
 
 
Figura 5.7. Seguimiento del desplazamiento de la señal del NH de Trp21 en función de la 
concentración de AsnCore a 298 K. 
 
Esta monitorización se realizó a diferentes temperaturas, 298, 303, 308 y 
313 K, obteniendo los siguientes valores de Ka: 11863, 9842, 8437 y 6792 M-1, 
respectivamente. Estos valores se usaron para obtener los parámetros 

















Figura 5.8. Izq.: Representación de las curvas de valoración obtenidas para la señal del NH del 
Trp21. Dcha.: Representación de van’t Hoff para la interacción  Heveína-AsnCore. 
 
El análisis de los datos Ka y de los parámetros termodinámicos obtenidos 
para el complejo heveína-AsnCore (Tabla 5.2), permite concluir que la afinidad de 
la heveína por este nuevo ligando es muy superior a la afinidad por quitobiosa y 
similar, incluso ligeramente superior, a la afinidad por quitotriosa. Esto indica que 
la presencia del residuo de manosa en el extremo no reductor de la quitobiosa y/o 
la presencia del resto de Asn al extremo reductor favorecen la interacción con la 
heveína. Aunque la aproximación de van’t Hoff es solamente cualitativa, el origen 
de la estabilización adicional del glicopéptido frente al trisacárido parece ser de 
origen entrópico, ya que la entalpía de interacción parece ser algo menor en el caso 
del glicopéptido. De hecho, el cambio del residuo de GlcNAc (en quitotriosa) a 
Man (en el glicopéptido) impide la formación de uno de los modos de unión de 
quitotriosa a heveína,1,11,12,14 lo que sugiere una pérdida de estabilización entálpica, 
tal y como se desprende del análisis de van´t Hoff. El origen de la estabilización 
entrópica debe estar relacionado con el papel de las moléculas de agua antes y 
después de formarse el complejo, ya que la pérdida de entropía conformacional de 
ambos ligandos debe ser similar entre sí, o incluso algo mayor para el glicopéptido 














Trp 21 298 K
Trp 21 303 K
Trp 21 308 K
Trp 21 313 K
1/T























 Ka (M-1) 
Parámetros 
Termodinámicos 
 298 K 303 K 308 K 313 K ∆H (KJ/mol) ∆S (J/mol) 
Quitobiosa 620 460 381 337 -31.3 -52-5 
Quitotriosa 11500 8700 6900 5700 -36.4 -45.1 
Anscore 11863 9842 8437 6792 -28.3 -17.0 
 
Tabla 5.2. Constantes de asociación determinadas por RMN a distintas temperaturas y parámetros 
termodinámicos para la interacción de heveína con (GlcNAc)2, (GlcNAc)3  y AsnCore. 
 
En cualquier caso, los valores negativos de ∆Hº y ∆Sº están de acuerdo con 
un proceso dirigido entálpicamente. Si se comparan con los descritos previamente 
(Tabla 5.2), es evidente que los datos manifiestan un fenómeno de compensación 
entalpía-entropía, típico de de los procesos de asociación entre proteínas y 
carbohidratos. Una mejor entalpía de unión viene acompañada, normalmente de 
una mayor perdida entrópica. Los procesos dirigidos entálpicamente suelen 
deberse al establecimiento de interacciones de van der Waals y enlaces de 
hidrógeno en el complejo ligando-receptor, como se ha demostrado en el caso de 
los dominios de heveína.  
 
5.5 HACIA LA ESTRUCTURA 3D DEL COMPLEJO. 
5.5.1. Docking del ligando en el sitio de reconocimiento de heveína. 
Los cálculos de modelización molecular se realizaron con el programa 
AutoDock 3.05.24-27 La preparación de los archivos de entrada y el análisis de los 
resultados se llevó a cabo en modo comando con la ayuda del programa SYBYL tal 
y como se indica en la parte experimental. 
 
Como se puede observar en la Figura 5.9, el protocolo de “docking” 


























Figura 5.9. Histograma en el que se muestran los conjuntos de estructuras (clusters) obtenido tras el 
proceso de cálculo con AutoDock 3.05.Se resalta en rojo el conjunto mayoritario. 
 
Estudios previos realizados en nuestro Grupo de Investigación para 
diferentes complejos entre diversos dominios de heveína y oligosacáridos han 
permitido demostrar que el sitio de unión a azúcares de estos polipéptidos es lo 
suficientemente extendido como para interaccionar con, al menos, tres unidades de 
N-acetilglucosamina. Esto permite considerar dos posibles disposiciones en el sitio 
de unión (Figura 5.10).   
 
Utilizando como modelo el trisacárido quitotriosa, en una primera 
disposición el residuo de GlcNAc reductor se sitúa en subsitio de unión +3 y el 
residuo central en el subsitio +2 interaccionando con el Trp 21 (apilamiento CH-π). 
El residuo terminal se dispone el subsitio +1, interaccionando con el Trp 23 
(apilamiento CH-π), con Ser 19 (puente de hidrógeno con el grupo acetamido) y 
con Tyr 30 (apilamiento CH-π y enlace de hidrógeno con el OH en posición 3) 
 
En el segundo modo de unión, el residuo reductor se sitúa en  el subsitio +2 
interaccionando con el Trp23, el residuo central se dispone en el subsitio +1 
interaccionando con el Trp23, Ser19 y Trp21 y el residuo terminal se desplaza al 














Figura 5.10. Representación de los dos posibles modos de unión de quitotriosa a heveína. A 
corresponde a la disposición +3, +2, +1 y B a la disposición +2, +1, -1. 
 
El conjunto de estructuras mayoritario obtenido del cálculo coincide 
satisfactoriamente con el segundo modo de unión (+2, +1, -1). El ligando se sitúa de 
manera que el residuo de GlcNAc reductor se sitúa en el sitio +2, el GlcNAc central 
en el +1 y el anillo de Man no reductor en el -1, quedando el resto de Asn más 
expuesto, en el subsitio +3. (Figura 5.11). 
 
Figura 5.11. Se muestran superpuestas cinco de las soluciones obtenidas para el cálculo dentro de la 














5.5.2. Cálculos de Dinámica Molecular Solvatada. 
Este modelo se utilizó como estructura de partida para el segundo paso de 
modelización, que consistió en cálculos de dinámica molecular, utilizando agua 
como disolvente explícito, utilizando el programa AMBER 8,28-30 tal y como se 
describe en la parte experimental.  
 
En particular, en esta fase, se siguió el comportamiento de las torsiones de 
las cadenas laterales de los aminoácidos claves para el reconocimiento de 
quitooligosacáridos, Trp21, Trp23, Ser19 y Tyr30 y del análisis de las trayectorias se 
dedujo que se mantuvieron constantes durante toda la simulación. También se 
pudo observar esta estabilidad en las propiedades que relacionan al ligando con la 
proteína (distancias OSer-OAc, MeAc-Tyr, O3-OTyr).  
 
Por otro lado se monitorizaron las fluctuaciones de distancia entre el Trp23 
y el resto de asparragina del glicoconjugado descartándose un patrón de 
variaciones similar y por tanto algún tipo de interacción a larga distancia. 
 
 
Figura 5.10. Monitorización de las distancias OSer-OAc, MeAc-Tyr, O3-OTyr (izq.) y Trp23-Arg. 
 
Por otro lado, las torsiones obtenidas para el ligando fueron muy parecidas 
a las del estado libre, prediciéndose cierta flexibilidad para la torsión GlcNAc-Man.  










































































Figura 5.11. Superposición de diferentes estructuras obtenidas mediante dinámica molecular 
solvatada para la heveína, el complejo heveína-AsnCore y el sitio de unión. Visión detallada del 
glicoconjugado en el sitio de unión.  
 
5.6. VALIDACIÓN EXPERIMENTAL MEDIANTE RMN. 
Un análisis inicial de los experimentos NOESY realizados para el complejo 
entre heveína y el glicopéptido en relación molar 22:1 permitió observar NOEs 
intermoleculares entre el protón anomérico del residuo de GlcNAc reductor y 
protones del anillo de Trp23. Asimismo, se observaron picos de cruce entre los 
metilos de los grupos acetamido de los residuos de GlcNAc y las señales del Trp21, 
Tyr30 y Ser19. Estos datos confirman que el reconocimiento molecular del 













Desde el punto de vista del reconocimiento molecular y la movilidad del 
ligando en el complejo, es de destacar que los picos de cruce de las amidas de los 
residuos de GlcNAc del ligando proporcionan picos de mismo signo que los de la 
diagonal, lo que indica que esta zona de la molécula se mueve con un tiempo de 
correlación rotacional del mismo orden que el de la proteína; es decir, con una 
movilidad relativamente lenta. En cambio, las amidas del resto de Asn muestran 
picos de cruce de signo contrario, lo que implica que sus movimientos están menos 
afectados por la presencia de la proteína. Este hecho indica que la interacción 
fundamental entre el ligando y la heveína tiene lugar por la parte del 
oligosacárido, quedando el resto de Asn más expuesto. Al menos cualitativamente, 
estos hechos parecen confirmar que la unión del glicopéptido a la heveína tiene 
lugar con una disposición +2, +1, -1. 
 
 
Figura 5.12. Espectro NOESY del complejo Heveína-AsnCore a 500 MHz. Los picos de cruce de las 
amidas del resto de Asn muestran signo contrario al resto de picos de cruce (azul). También observan 
varios picos de cruce intermoleculares: residuo de GlcNAc reductor y Trp23 (recuadro azul oscuro) y 
















La heveína reconoce glicopéptidos del tipo AsnCore con una afinidad 
similar, incluso superior, a aquella con la que une residuos de quitotriosa. El modo 
de reconocimiento es análogo en ambos casos y utiliza fundamentalmente los 
residuos de GlcNAc del ligando. Puesto que los residuos de (GlcNAc)2 y el 
AsnCore están presentes en todas las glicoproteínas de mamíferos, es evidente que 
el modo de unión aquí determinado puede ser general en todos los casos. 
 
5.8 PARTE EXPERIMENTAL.  
5.8.1. Experimentos de valoración por RMN. 
La asociación de AsnCore con Heveína se siguió por Resonancia 
Magnética Nuclear.  
Las variaciones de desplazamiento químico de las señales de la proteína 






δδδδ −=−  
 [PL] es la concentración del complejo proteína ligando, PT es la 
concentración total de proteína, δlibre y δcomp los desplazamientos químicos de la 
proteína libre y del complejo y δobs es el desplazamiento químico observado para 
una concentración dada de ligando.  
Teniendo en cuenta que la constante de asociación del proceso, Ka, es 
directamente proporcional a la concentración de complejo e inversamente 




















δδδδ −=−  
Por tanto, los valores de Ka y δcomp pueden ser obtenidos mediante ajuste 
no lineal de los valores de δobs obtenidos mediante 1H-RMN como función de la 
concentración total de azúcar si se mantiene constante la concentración total de 
proteína. 
Por otro lado, si se tiene en cuenta la ecuación: 
STHGKRT a ∆−∆=∆−=− ln  
R es la constante de los gases; T, la temperatura y ∆G, ∆H y ∆S, los 
parámetros termodinámicos del proceso de asociación. Por tanto, es posible 
obtener ∆H y ∆S  (de forma cualitativa) teniendo en cuenta la dependencia de Ka 
con la temperatura, mediante la representación –RTlnKa frente a 1/T 
(aproximación de van’t Hoff). 
El procedimiento para obtener estos parámetros consiste en los siguientes 
pasos: 
1. Preparación de la muestra de proteína a una concentración de 0.2 mM 
en 1 ml de disolución tampón (H2O/D2O 10%, 100 mM NaCl, 22mM 
NaH2PO4, pH 5.8) 
2. Esta muestra se divide en dos. Una alícuota a, de 450 µl, será el punto 
inicial de la valoración. El resto, b (550 µl), será el punto final de la 
valoración tras adicionar AsnCore hasta una concentración de 8 mM. 
 
3. Para construir la curva de valoración se adicionan pequeñas alícuotas 












temperaturas (298, 303, 308, 313 K) de manera que obtienen diferentes 
valores de δobs para un concentración creciente de ligando 
manteniéndose constante la concentración de proteína. 
 
Con los valores obtenidos de δobs es posible calcular Ka. Ya que esta ha sido 
calculada a varias temperaturas, es posible calcular los parámetros termodinámicos 
del proceso de reconocimiento, siempre de forma cualitativa. 
 
5.8.2. Cálculos de Docking con AutoDock 3.05.24-27 
Inicialmente, como en cualquier proceso de docking con AutoDock, es 
necesario disponer de las coordenadas de la macromolécula (heveína) y del 
ligando (1). En este trabajo se emplearon las coordenadas de la estructura de la 
heveína obtenida por RMN en nuestro Grupo de Investigación y como 
coordenadas del ligando las obtenidas en el apartado anterior. 
 
El primer paso fue la preparación de los archivos de entrada .pdbqs 
(receptor) y .pdbq (ligando) de AutoDock 3.0.5. En el caso de la proteína, se 
adicionaron los hidrógenos polares y las cargas de tipo Kollman de la proteína, 
mediante el modulo “biopolymer” de SYBYL. El archivo .mol2 resultante fue 
transformado mediante el comando “mol2topdbqs” en el archivo .pdbqs 
correspondiente, al que fueron añadidos los parámetros de solvatación. 
 
Las cargas parciales de los átomos del ligando están tomadas de la base de 
datos del CERMAV, que emplea el campo de fuerzas PIM31. Únicamente se 
realizaron ligeras modificaciones en los carbonos C4, al estar glicosilados, para 
mantener la neutralidad de la molécula. El archivo .mol2 generado se transformó 
en el archivo .pdbq correspondiente, mediante el comando “deftors” que, a su vez, 













libremente durante el cálculo. En este trabajo se permitió el giro libre de todos los 
posibles grados de libertad de torsión. 
 
 
Figura 5.13. Esquema de los pasos que se siguieron para la preparación de los archivos de 
entrada para AutoDock 3.0.5. 
 
Una vez generados los archivos .pdbq y .pdbqs, el siguiente paso fue 
generar el archivo .gpf necesario para calcular los mapas de energía potencial y 
electrostática para cada tipo de átomo del ligando (grid map). Este archivo, 
generado con el comando mkgpf3, contiene información sobre el tamaño de la caja 
tridimensional en la que se va a “trazar” el mapa, la localización del centro, el 
espaciado de la red y la constante dieléctrica. Los mapas de energía se calcularon 


























Selección del centro y 























formados por una red de puntos separados una distancia constante (espaciado de 
la red, grid spacing) situados dentro de la caja definida. La magnitud del espaciado 
de esta red puede variar entre 0,2 y 1 Å. Cada punto de la caja contiene la 
información de la energía resultante de la interacción de un átomo del ligando, 
situado en esa posición, con todos los átomos del receptor. En el ajuste, la posición 
de la proteína se mantiene fija, mientras que el ligando se va moviendo. En este 
caso, como el sitio de unión de la heveína a oligosacáridos es conocido, la 
búsqueda de posibles zonas de interacción se restringió calculando las energías de 
una red que encerraba la mitad de la proteína donde está localizado dicho sitio 
siendo el espaciado de red 0.2 Å. 
 
Por último, fue necesario generar el archivo .dpf, que contiene las 
condiciones del cálculo. Este archivo se genera mediante el comando “mkdpf3” y 
junto con los mapas de energía calculados con AutoGrid3 y los archivos .pdbq y 
.pdbqs, constituyen los archivos de entrada de AutoDock 3.0.5. El método de ajuste 
que se utilizó está basado en los Algoritmos Genéticos Lamarkianos (AGL). El 
método AGL permite analizar variaciones de la posición, orientación y 
conformación del ligando en la búsqueda de posibles sitios de unión a la proteína. 
Los parámetros utilizados se denominan “variables de estado” y, por analogía con 
la terminología genética, se han denominado genotipo del ligando. Las 
coordenadas que resultan del ajuste (docking) del ligando en el sitio de unión de la 
proteína y sus energías intramoleculares correspondientes serían el análogo del 
fenotipo. Cada ciclo de ajuste tiene una etapa de cruzamiento, una de mutación, 
una minimización energética y una etapa de selección. 
 
Inicialmente, el programa genera, de manera aleatoria, una población de 
estructuras del ligando en la que el número de individuos es elegido por el 
usuario. A continuación se produce el cruzamiento al azar de parejas de 













generadas reemplazan a las originales, de modo que el número total de individuos 
se mantiene constante. Posteriormente, se generan, de nuevo de modo aleatorio, 
mutaciones en las variables de estado y se realiza una minimización energética 
local, de tipo Solís y Wets. Las estructuras optimizadas reemplazan a las originales 
y, de este modo, las mejoras conseguidas con la minimización (que en este caso 
reflejan la adaptación del fenotipo al entorno, en términos evolutivos) se 
transmiten a las nuevas generaciones de individuos. Por ello, se denominan 
algoritmos lamarkianos. Las mejores estructuras así obtenidas se seleccionan para 
pasar al siguiente ciclo de ajuste. Mediante la concatenación de varios de estos 
ciclos (cruzamiento-mutación-minimización-selección) se genera una estructura 
que constituye un posible modo de unión en las condiciones del cálculo. El número 
de ciclos empleados para generar cada estructura se puede variar, cambiando el 
número de evaluaciones energéticas. El proceso global se repite varias veces para 
generar distintos modos de unión. Las soluciones se agrupan de acuerdo con la 
desviación cuadrática media (RMSD) de unas con respecto a las otras. En los 
cálculos realizados en este trabajo, el tamaño de la población de estructuras 
generada fue de 50 individuos y el número máximo de evaluaciones energéticas 
para los ciclos de cruzamiento-mutación-minimización-selección, de 5 millones. El 
proceso global se repitió 100 veces, generando 100 posibles modos de unión. Las 
soluciones del cálculo vienen dadas por el archivo .dlg, del que se extraen las 
estructuras generadas para el ligando en formato .pdb, mediante el comando “get-
docked” y que pueden ser visualizadas. 
 
Los modos de unión obtenidos tras estos cien ciclos de cálculo se 
agruparon en conjuntos de estructuras con un valor de RMSD menor de 2.5 Å. 
 
5.8.3. Dinámica Molecular con disolvente explícito: AMBER 8. 
Amber28-30 es el acrónimo de “Assisted Model Building with Energy 












llevar a cabo y analizar simulaciones de dinámica molecular (MD) de 
biomoléculas. 
 
Este término también hace referencia al campo de fuerzas empírico que 
está implementado en estos programas y que, a su vez, aparece implementado, con 
ligeras modificaciones, en otros paquetes computacionales (como, por ejemplo, 
Macromodel o Maestro). 
 
Como se ha comentado, no se trata de un único programa, sino de un 
grupo diseñado para trabajar en conjunto. Existen tres fases principales: 
preparación del sistema, simulación y análisis de trayectorias.  
 
Los principales programas de preparación son “antechamber” (no 
utilizado en esta memoria), que engloba campos de fuerzas para residuos o 
moléculas orgánicas que no son parte de las bibliotecas estándar, y “LEaP” (o su 
versión grafica “XLEaP”) que construye biopolímeros a partir de sus residuos, los 
solvata y prepara listas de términos del campo de fuerzas y sus parámetros 
asociados. 
 
El resultado de esta fase de preparación consiste en dos archivos de texto: 
un archivo de coordenadas (.crd), que contiene las coordenadas cartesianas de 
todos los átomos del sistema, y un archivo de parámetros-topología (.top), que 
contiene toda la información necesaria para computar energías y fuerzas. Incluye el 
nombre y número de átomos y sus masas, los parámetros del campo de fuerzas, y 
las listas de enlaces, ángulos de enlace y ángulos diedros. 
 
Los archivos de topología y de coordenadas se generaron a partir de las 














Para la proteína se utilizó el mismo archivo de partida que para el 
“docking”. Es decir, la estructura obtenida mediante RMN en nuestro Grupo de 
Investigación. Se realizaron los cambios necesarios en la notación de los residuos 
de cisteína e histidina de CIS a CIX y de HIS a HID, para indicar tanto que las 
cisteínas forman parte de enlaces disulfuro como el estado de protonación de las 
histidinas. 
 
Para el ligando se usó el campo de fuerzas GLYCAM,32 que tiene su propio 
lenguaje para identificar los tipos de átomo y los residuos de azúcar. Teniendo en 
cuenta estas particularidades se utilizó como estructura de partida la generada en 
la página web de GLYCAM (http://glycam.ccrc.uga.edu/) modificando las 
coordenadas y las torsiones hasta hacerlas coincidir con las correspondientes a la 
solución propuesta por AUTODOCK 3.05. 
 
Ambos archivos se combinaron para dar lugar al archivo .pdb del 
complejo, que pudo ser reconocido por el módulo XLEaP. Con este módulo se 
adicionaron los átomos de hidrógeno de acuerdo con las bases de datos de 
residuos, dos átomos de cloro como contra-aniones y una caja de moléculas de 
agua (TIP3P). Una vez realizada estas modificaciones, se chequeó la estructura 
resultante y se generaron los archivos de topología, .top, y de coordenadas, .crd. 
 
El siguiente paso fue equilibrar el sistema. En una primera fase, el sistema 
se minimizó, utilizando el programa sander.  
 
Sander es el principal programa de simulación del paquete de dinámica 
molecular. Se trata de un código escrito en Fortran 90, y utiliza la sintaxis Fortran 
de listas de nombres para leer los parámetros definidos por el usuario como los 
pares etiqueta-valor. Existen gran cantidad de opciones, y hasta 150 variables de 












la mayoría de las simulaciones, ya que las opciones por defecto permiten una 
simulación de buena calidad. 
 
Este paso de equilibrado es necesario ya que la adición de los átomos de 
hidrogeno en XLEaP se realiza sobre la base de la geometría especificada en la base 
de datos de residuos. Como esta adición se basa en una geometría tipo, que puede 
no corresponder con un mínimo real, el proceso puede dar lugar a conflictos por 
malas interacciones electrostáticas o de van der Waals. Por otro lado, puesto que 
las moléculas de agua adicionadas no han sentido la influencia del soluto y/o las 
cargas adicionadas, pueden existir huecos entre el soluto y el disolvente o entre el 
disolvente y los bordes de la caja. Estos fenómenos pueden dar lugar a burbujas de 
“vacío” que inestabilizan el sistema.  
 
En una siguiente fase, el sistema se sometió a un primer intervalo de 
dinámica molecular, durante el que se calentó lentamente durante 20 ps hasta la 
temperatura deseada de 300 K, en condiciones de volumen constante. 
 
El último paso de la fase de equilibrado fue un segundo intervalo de 
dinámica molecular durante 100 ps, en condiciones de presión constante. En estas 
condiciones, el volumen de la caja de disolvente varió, permitiendo al agua 
equilibrarse alrededor del soluto y alcanzar la densidad de equilibrio.  
 
Durante esta fase de equilibrio se monitorizó la energía potencial, la 
cinética y la total, la temperatura, la presión, el volumen, la densidad y el valor de 
RMSD, para asegurar la estabilidad del sistema.  
 
Por último, el posible complejo obtenido del “docking” se sometió a una 















1. J. L. Asensio, F. J. Cañada, M. Bruix, A. Rodriguezromero and J. Jiménez-Barbero, Eur J 
Biochem, 1995, 230, 621-633. 
2. H. T. Wright, G. Sandrasegaram and C. S. Wright, J Mol Evol, 1991, 33, 283-294. 
3. J. Vanparijs, W. F. Broekaert, I. J. Goldstein and W. J. Peumans, Planta, 1991, 183, 258-264. 
4. J. Drenth, B. W. Low, J. S. Richardson and C. S. Wright, J Biol Chem, 1980, 255, 2652-2655. 
5. J. J. Beintema, Febs Lett, 1994, 350, 159-163. 
6. F. Garcia-Olmedo, A. Molina, J. M. Alamillo and P. Rodriguez-Palenzuela, Biopolymers, 
1998, 47, 479-491. 
7. H. Alenius, N. Kalkkinen, M. Lukka, T. Reunala, K. Turjanmaa, S. Makinenkiljunen, E. 
Yip and T. Palosuo, Clin Exp Allergy, 1995, 25, 659-665. 
8. A. Diaz-Perales, C. Collada, C. Blanco, R. Sanchez-Monge, T. Carrillo, C. Aragoncillo and 
G. Salcedo, J Allergy Clin Immun, 1998, 102, 127-133. 
9. C. Blanco, A. Diaz-Perales, C. Collada, R. Sanchez-Monge, C. Aragoncillo, R. Castillo, N. 
Ortega, M. Alvarez, T. Carrillo and G. Salcedo, J Allergy Clin Immun, 1999, 103, 507-513. 
10. A. Poveda, J. L. Asensio, J. F. Espinosa, M. MartinPastor, J. Cañada and J. Jiménez-
Barbero, J Mol Graph Model, 1997, 15, 9-&. 
11. J. L. Asensio, F. J. Cañada, M. Bruix, C. Gonzalez, N. Khiar, A. Rodriguez-Romero and J. 
Jiménez-Barbero, Glycobiology, 1998, 8, 569-577. 
12. J. L. Asensio, F. J. Cañada, H. C. Siebert, J. Laynez, A. Poveda, P. M. Nieto, U. M. 
Soedjanaamadja, H. J. Gabius and J. Jiménez-Barbero, Chem Biol, 2000, 7, 529-543. 
13. J. F. Espinosa, J. L. Asensio, J. L. Garcia, J. Laynez, M. Bruix, C. Wright, H. C. Siebert, H. 
J. Gabius, F. J. Cañada and J. Jiménez-Barbero, Eur J Biochem, 2000, 267, 3965-3978. 
14. J. L. Asensio, H. C. Siebert, C. W. von der Lieth, J. Laynez, M. Bruix, U. M. 
Soedjanaamadja, J. J. Beintema, F. J. Cañada, H. J. Gabius and J. Jiménez-Barbero, 
Proteins, 2000, 40, 218-236. 
15. N. H. Andersen, B. Cao, A. Rodriguezromero and B. Arreguin, Biochemistry-Us, 1993, 32, 
1407-1422. 
16. J. C. Martins, D. Maes, R. Loris, H. A. M. Pepermans, L. Wyns, R. Willem and P. 
Verheyden, J Mol Biol, 1996, 258, 322-333. 
17. W. J. Peumans, M. Deley and W. F. Broekaert, Febs Lett, 1984, 177, 99-103. 
18. P. Rovira, M. Buckle, J. P. Abastado, W. J. Peumans and P. Truffa-Bachi, Eur J Immunol, 
1999, 29, 1571-1580. 
19. F. A. Saul, P. Rovira, G. Boulot, E. J. M. Van Damme, W. J. Peumans, P. Truffa-Bachi and 
G. A. Bentley, Structure, 2000, 8, 593-603. 
20. J. Feeney, J. G. Batchelor, J. P. Albrand and G. C. K. Roberts, J Magn Reson, 1979, 33, 519-
529. 
21. K. A. Kronis and J. P. Carver, Biochemistry-Us, 1985, 24, 826-833. 
22. K. A. Kronis and J. P. Carver, Biochemistry-Us, 1985, 24, 834-840. 
23. L. Fielding, Tetrahedron, 2000, 56, 6151-6170. 
24. D. S. Goodsell and A. J. Olson, Proteins, 1990, 8, 195-202. 
25. D. S. Goodsell, H. Lauble, C. D. Stout and A. J. Olson, Proteins, 1993, 17, 1-10. 
26. D. S. Goodsell, G. M. Morris and A. J. Olson, J Mol Recognit, 1996, 9, 1-5. 
27. G. M. Morris, D. S. Goodsell, R. S. Halliday, R. Huey, W. E. Hart, R. K. Belew and A. J. 
Olson, J Comput Chem, 1998, 19, 1639-1662. 












29. D. A. Pearlman, D. A. Case, J. W. Caldwell, W. S. Ross, T. E. Cheatham, S. Debolt, D. 
Ferguson, G. Seibel and P. Kollman, Comput Phys Commun, 1995, 91, 1-41. 
30. D. A. Case, T. E. Cheatham, T. Darden, H. Gohlke, R. Luo, K. M. Merz, A. Onufriev, C. 
Simmerling, B. Wang and R. J. Woods, J Comput Chem, 2005, 26, 1668-1688. 
31. A. Imberty, K. D. Hardman, J. P. Carver and S. Perez, Glycobiology, 1991, 1, 631-642. 
32. K. N. Kirschner, A. B. Yongye, S. M. Tschampel, J. González-Outeiriño, C. R. Daniels, B. 









































1. Los nuevos análogos de SLeX sintetizados, 2.4-2.10, presentan unas 
características conformacionales diferentes entre sí. El comportamiento 
conformacional de estos compuestos depende fuertemente de la naturaleza 
de la sustitución química, así como de la orientación espacial de dicha 
sustitución. 
Desafortunadamente, la conformación o conformaciones propuestas como 
bioactivas para el compuesto padre no existen o son minoritarias, salvo para 
el compuesto 2.5. 
La hipótesis de partida sostenía que compuestos con una orientación espacial 
relativa diferente entre los anillos de azúcar deberían dar lugar a diferencias 
significativas en sus actividades biológicas. Sin embargo, la actividad similar 
obtenida para de los compuestos 2.4-2.10 (ya sustituidos con el grupo 
carboxilo necesario para la interacción) hace que cualquier conclusión de este 
tipo sea una mera conjetura. Esto podría indicar que ninguno de los 
compuestos está favorablemente preorganizado en la conformación óptima 
para la unión  
 
2. El comportamiento conformacional del sulfátido 3.1a y su C-glicosil análogo 
3.1b es muy similar en lo que refiere a las conformaciones presentes en el 
equilibrio. A pesar de esta similitud geométrica, el análisis cuantitativo de la 
intensidad de los NOEs a diferentes tiempos de mezcla indica que los 
movimientos moleculares alrededor del enlace pseudoglicosídico del 
compuesto C-glicosílico 3.1b son más rápidos que en el caso de 3.1a, hecho 
que podría estar relacionado con disminución de la actividad estimulante 















3. La molécula C-PSC 4.2, es una molécula altamente flexible en disolución y 
presenta un equilibrio conformacional entre las geometrías exo y non-exo 
para torsión glicosídica, mientras que no presenta un preferecia 
conformacional para la torsión aglicónica. 
Los estudios realizados mediante RMN (TR-NOE y STD) no han permitido 
obtener conclusiones sobre una posible selección conformacional del 
trisacárido 4.2 por parte del anticuerpo. 
 
4. La heveína reconoce glicopéptidos del tipo AsnCore (5.2) con una afinidad 
similar, incluso superior, a aquella con la que une residuos de quitotriosa. El 
modo de reconocimiento es análogo en ambos casos y utiliza 
fundamentalmente los residuos de GlcNAc del ligando. Puesto que los 
residuos de (GlcNAc)2 y el AsnCore están presentes en todas las 
glicoproteínas de mamíferos, es evidente que el modo de unión aquí 
determinado puede ser general en todos los casos. 
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